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ABREVIATURAS

CPAP: presién de aire positiva continua

dsDNA: DNA libre de doble cadena

IAH: indice de apneas-hipopneas

IAM: infarto agudo de miocardio

ICP: intervencion coronaria percutanea

IMC: indice de masa corporal

ISAACC: Impact of Sleep Apnea Syndrome in the Evolution of Acute Coronary Syndrome.
Effect of Intervention with Continuous Airway Pressure
MMP9: metaloproteasa de la matriz-9

NO: 6xido nitrico

NSTEMI: infarto de miocardio sin elevacién del segmento ST
Nt-proBNP: regidbn amino-terminal del péptido natriurético cerebral
PCR: proteina C-reactiva

PIGF: factor de crecimiento placentario

PSG: polisomnografia

RDI: indice de alteracién respiratoria

ROS: especies reactivas de oxigeno

REM: movimiento rapido de los ojos

SAHS: sindrome de apneas-hipopneas del suefio

SAVE: Sleep Apnea CardioVascular Endpoints Study

SCA: sindrome coronario agudo

sFlt1: tirosina quinasa fms-like 1 soluble

STEMI: infarto de miocardio con elevacién del segmento ST

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular
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Esta tesis esta presentada como un compendio de tres articulos de investigacién multicéntricos.
Dos de ellos han sido previamente publicados en revistas internacionales indexadas en el

Journal Citations Report, y el tercero esta bajo revision.

Las referencias son las siguientes:

- Barcelo A, Bauca JM, Yafiez A, Fueyo L, Gomez C, de la Pefia M, et al. Impact of
Obstructive Sleep Apnea on the Levels of Placental Growth Factor (PIGF) and Their Value
for Predicting Short-Term Adverse Outcomes in Patients with Acute Coronary Syndrome.
PL0oS ONE 2016 11(3):e0147686. doi:10.1371/journal.pone.0147686.

e Impact factor 2016: 2,81 (Q1)
e 5-year impact factor: 3,39

e Eigenfaktor normalizado: 220,55

- Bauca JM, Yanez A, Fueyo L, de la Pefia M, Pierola J, Sdnchez-de-la-Torre A, et al. Cell
Death Biomarkers and Obstructive Sleep Apnea: Implications in the Acute Coronary
Syndrome. Sleep 2017 1;40(5). doi: 10.1093/sleep/zsx049.

e Impact factor 2016: 4,62 (Q1)
e 5-year impact factor: 5,67

e Eigenfaktor normalizado: 2,99

- Bauca JM, Barcelo A, Fueyo L, Sanchis P, Pierola J, de la Pefia M, et al. Biomarker panel

in sleep apnea patients after a coronary event [en revisién]
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1.1. Resum en catala

La sindrome d’apnees-hipopnees del son (SAHS) és una patologia multifactorial en la qual té
lloc un estrenyiment intermitent de la via aéria durant el son i petits despertars per restablir el
flux normal d’aire. Esta relacionada amb un augment del risc cardiovascular, cerebrovascular,

de malalties neurocognitives i amb una pitjor qualitat de vida.

La seva prevalenca és especialment elevada en pacients amb patologia cardiaca, com la
sindrome coronaria aguda, una de les principals causes de morbiditat i mortalitat al voltant del
mon. Vista aquesta estreta relacio, apareix la necessitat de comprendre millor els mecanismes

moleculars que relacionen ambdues patologies.

Com que els marcadors bioquimics, o biomarcadors, permeten estudiar processos
fisiopatologics en fluids bioldgics de manera objectiva, la hipotesi d’aquesta tesi és que la
determinacié de marcadors metabolics, hemodinamics, inflamatoris i de mort cel.lular poden
ser utils per establir i avaluar els mecanismes subjacents que relacionen la SAHS amb la

sindrome coronaria aguda.

Els estudis que composen aquesta tesi deriven de I'assaig clinic multicentric ISAACC, en qué
es van incloure individus que havien sofert una sindrome coronaria aguda. Després de dur-se
a terme un estudi de son, es va realitzar una extraccié de sang venosa on es van quantificar
multiples biomarcadors relacionats amb el risc cardiovascular i es van registrar les principals

variables antropometriques i cliniques.

A través de la publicaci6 de tres articles en revistes cientifiques es va demostrar que els nivells
de factor de creixement placentari en aquests pacients estan associats amb la gravetat de
I'infart de miocardi i amb la preséncia de SAHS i que 'increment dels nivells de biomarcadors
relacionats amb la mort cel-lular podria estar relacionat amb 'augment del risc cardiovascular

descrit en aquests individus.

D’altra banda, es va veure que la capacitat dels biomarcadors metabolics, hemodinamics i
inflamatoris per a la predicci6 de la gravetat de la sindrome coronaria aguda era independent

de la preséncia de SAHS. En individus després d’un event coronari, la combinacié de variables
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antropometriques i biomarcadors té un major poder de deteccié de SAHS que els parametres

individuals.

1.2. Resumen en castellano

El sindrome de apneas-hipopneas del suefio (SAHS) es una patologia multifactorial en la que
tiene lugar un estrechamiento intermitente de la via aérea durante el suefio y pequenos
despertares para restablecer el flujo normal de aire. Esta relacionado con un aumento del riesgo

cardiovascular, cerebrovascular, de enfermedades neurocognitivas y una peor calidad de vida.

Su prevalencia es especialmente alta en pacientes con patologia cardiaca, como el sindrome
coronario agudo, una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo.
Dada su estrecha relacion, aparece la necesidad de comprender mejor los mecanismos

moleculares que relacionan ambas patologias.

Dado que los marcadores bioquimicos, o biomarcadores, permiten estudiar procesos
fisiopatologicos en fluidos biolégicos de manera objetiva, la hipbtesis de esta tesis es que la
determinacién de biomarcadores metabdlicos, hemodinamicos, inflamatorios y de muerte
celular pueden ser Utiles para establecer y evaluar los mecanismos subyacentes que relacionan

el sindrome de apneas-hipopneas del suefio con el sindrome coronario agudo.

Los estudios que componen esta tesis derivan del ensayo clinico multicéntrico ISAACC, en el
gue se incluyeron individuos que habian sufrido un sindrome coronario agudo. Tras llevarse a
cabo un estudio de suefo, se realizd una extraccion de sangre venosa en la que se
cuantificaron mudultiples biomarcadores relacionados con el riesgo cardiovascular y se

registraron las principales variables antropométricas y clinicas.

A través de la publicacion de tres articulos en revistas cientificas se demostr6 que los niveles
del factor de crecimiento placentario en estos pacientes estan asociados con la gravedad del

infarto de miocardio y con la presencia de SAHS y que el incremento de los niveles de

JM. Bauga Rosselld 17



biomarcadores relacionados con la muerte celular podria estar relacionado con el aumento del

riesgo cardiovascular descrito en estos individuos.

Por otra parte, se vio que la capacidad de los biomarcadores metabdlicos, hemodinamicos e
inflamatorios para la prediccion de la gravedad del sindrome coronario agudo es independiente
de la presencia de SAHS. En individuos tras un evento coronario, la combinacién de variables
antropométricas y biomarcadores en un algoritmo tiene mayor poder de deteccion de SAHS

que los parametros individuales.

1.3. Abstract in English

The obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) is a multifactorial pathology that consists of an
intermittent narrowing of the upper airway and arousals aiming to restore the normal airflow. It
is related with an increase in the risk of cardiovascular, cerebrovascular and neurocognitive

diseases, as well as a worse quality of life.

OSAS prevalence is especially high in patients with heart disease, including the acute coronary
syndrome, one of the main causes of morbidity and mortality around the world. Therefore, it is

of utmost importance to better understand the molecular mechanisms linking both pathologies.

Given that biochemical markers (or biomarkers) make possible the objective study of
pathophysiological processes in biofluids, the hypothesis of this PhD thesis is that the
determination of biomarkers of metabolism, hemodynamics, inflammation and cell death may
be useful for the assessment and establishment of the underlying mechanisms that relate OSAS

and the acute coronary syndrome.

The studies that constitute this thesis derive from the multicenter ISAACC clinical trial, which
included patients who had experienced a coronary event. Anthropometrical and clinical
variables were recorded, a sleep study was performed and venous blood was drawn for the

quantification of cardiovascular-related biomarkers.
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Thanks to the publication of three manuscripts in scientific journals, the blood levels of placental
growth factor in these patients were shown to be related with the severity of the myocardial
infarction and with the presence of OSAS, and that the increase of cell death-related biomarkers

could be associated with the increase of cardiovascular risk seen in these individuals.

In addition, the capacity of metabolic, hemodynamics and inflammation-related biomarkers for
the prediction of the severity of the acute coronary syndrome is independent of the presence of
OSAS. In these patients, the combination of anthropometric variables and biomarkers by means

of an algorithm has a greater power for the detection of OSAS than the individual parameters.
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2.1. EL SINDROME DE APNEAS-HIPOPNEAS DEL SUENO

2.1.1. Introduccion

La apnea del suefio es una entidad clinica englobada dentro de los trastornos de la respiracién
que ocurren durante el suefio. Por su origen, puede clasificarse en apnea central del suefio
(CSA, por sus siglas en inglés: central sleep apnea) y apnea obstructiva del suefio (OSA,

obstructive sleep apnea)’.

La apnea obstructiva del suefio es la causa mas frecuente de la somnolencia durante el dia,
ademas de ser una fuente relevante de deterioro de la calidad de vida, absentismo laboral,
complicaciones y mortalidad alrededor del mundo. Esta enfermedad respiratoria altamente
prevalente consiste en un colapso repetido de la faringe durante el suefio por causas
anatémicas o funcionales'2. Este colapso de la via aérea, total o parcial, conlleva a una
hipoxemia intermitente, hipercapnia y fragmentacion del suefio, los cuales contribuyen a las
principales consecuencias de la apnea obstructiva del suefio: a nivel cardiovascular, metabdlico

y neurocognitivos.

2.1.2. Fisiopatologia de la apnea obstructiva del suefo

2.1.2.1. Fisiologia del sueno

El suefio es un proceso fisiologico vital que presenta funciones de reconstitucién
imprescindibles para el funcionamiento 6ptimo del organismo durante el dia*. La necesidad de
dormir va disminuyendo a lo largo de la infancia y la adolescencia, llegando a un valor de 7-8
horas en la edad adulta. Incluso hay evidencias de una disminucién paulatina de las horas de

suefo desde la edad adulta joven a la vejez*.
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La monitorizacion de la actividad cerebral cortical mediante electroencefalografia (EEG) ha
permitido un mejor conocimiento del suefio, asi como su clasificacién en sueno sin movimiento
rapido de ojos (NREM, non-rapid eye movement) y suefio con movimiento rapido de ojos (REM,
rapid eye movement). La fase NREM se puede subdividir en tres fases: N1, N2 y N3,
correspondientes a una profundidad de sueno creciente y diferenciadas mediante una
frecuencia encefalografica especifica*. El suefio suele progresar de N1 a N3, seguido de un
periodo de fase REM. En la fase REM suelen apreciarse ondas de poco voltaje y elevada
frecuencia en el EEG, ademas de una mayor atonia muscular. Este ciclo de suefio descrito
puede estar interrumpido por pequefios microdespertares (que duran unos 3 segundos), 0
despertares (periodos de insomnio superiores a 30 segundos)*. Un incremento de la fase N1

suele indicar aumento en la fragmentacion de sueno.

El suefo tiene importantes efectos sobre el sistema respiratorio y sobre el control de la
respiracion. Un suefio normal proporciona al organismo un periodo de bajo estrés fisioldgico y,
como consecuencia, oxidativo, 10 que supone una ventaja para todo el sistema vascular.
Durante la fase no-REM del sueno se reduce la actividad simpética y aumenta la actividad
parasimpética, disminuyendo asi tanto la presion arterial como el ritmo cardiaco’. Un suefio
insuficiente o de mala calidad se ha relacionado con deterioro cognitivo®, disfuncién de algunos
organos y enfermedades cronicas, asi como una mayor mortalidad®’. En individuos con
enfermedades respiratorias del suefio, la frecuencia de colapsos totales o parciales suele ser
mayor durante el suefio REM, dado que la actividad de los musculos esqueléticos esta

especialmente reducida?.

A lo largo de las ultimas décadas en el mundo occidental, se ha evidenciado una disminucién
tanto en la calidad como en la cantidad de suefio, de hecho, en un estudio se vio que

Unicamente el 3% de los nifios realmente dormian las 9 horas recomendadas por noche®.

JM. Bauga Rosselld 23



2.1.2.2. Clasificacion de los trastornos del suefio

La clasificacidon diagnéstica de los diferentes trastornos relacionados con el suefio es esencial
para estandarizar definiciones y mejorar los algoritmos para su diagnéstico diferencial, asi

como para su tratamiento.

En la tercera version de la International Classification of Sleep Disorders (ICSD-3)'° se incluyen

siete categorias principales:

e Insomnio

e Trastornos respiratorios relacionados con el suefio

e Trastornos de hipersomnolencia central

e Trastornos del ritmo circadiano suefo-vigilia

e Parasomnias

e Trastornos del movimiento relacionados con el suefio

e Otros trastornos del suefio

Dentro del grupo de los trastornos respiratorios relacionados con el suefio, se propone una

subdivisién en cuatro entidades diferentes:

e Sindromes de apnea central del suefio (con o sin respiracion de Cheyne-Stokes, por
gran altitud, primaria, primaria de la infancia...)

e Sindromes de apnea obstructiva del sueno (del adulto o pediatrica)

e Alteraciones de hipoventilacion relacionados con el suefio (por obesidad, debida a un
medicamento, debida a otro trastorno médico, alveolar central idiopética...)

e Trastorno de hipoxemia relacionada con el suefio

e Sintomas aislados y variantes normales (ronquido y catatrenia)

2.1.2.3. Anatomia de la via aérea y su papel en la apnea del sueio

La apnea obstructiva del suefio se caracteriza por episodios repetidos de obstruccién de la via

aérea superior durante el suefio. Esta obstruccion de la ventilaciébn conduce a una reduccion
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en la presion parcial de oxigeno arterial (hipoxemia), que implica un descenso en la saturacion
de la hemoglobina, un incremento en la presién parcial de diéxido de carbono (hipercapnia), un
aumento de los esfuerzos respiratorios y un ligero despertar, todo ello para conseguir reabrir la
via aérea y reoxigenar rapidamente'. La fragmentacion del suefio y los repetidos ciclos de
hipoxia-reoxigenacion son los dos factores clave que produciran los sintomas clinicos y las

complicaciones de la enfermedad.

2.1.2.3.1. Anatomia y colapsabilidad de la via aérea superior

A diferencia de la traquea y los bronquios (la permeabilidad de los cuales se mantiene mediante
un soporte cartilaginoso) y las vias aéreas menores intrapulmonares (cuya permeabilidad se
mantiene por la elasticidad del parénquima pulmonar circundante), la via aérea superior esta
compuesta solamente por varios musculos y tejido blando®'2. Durante el estado de vigilia, estos
musculos de la via aérea superior se activan de manera continua, pero durante el suefio su

potencia muscular disminuyes8.

Esta dependencia critica de la accion del musculo dilatador predispone mas facilmente a un
posible colapso u obstruccion en personas susceptibles. Asi, es intuitivo que una via aérea de
un mayor calibre sea mas dificil de colapsar que una via aérea estrecha. El conducto se puede
colapsar a diferentes niveles: el paladar, la base de la lengua, las paredes laterales faringeas

y la zona de la epiglotis.

En individuos obesos, la deposicién de grasa en la zona parafaringea puede ayudar a reducir
el diametro del paso de aire, y ademas en varios estudios se ha hallado una mayor deposicién

a edades mayores independientemente del indice de masa corporal'3'415,

De la misma manera, la longitud de la via aérea también se ha descrito como un factor
predisponente en la patogénesis de la apnea del suefo, especialmente en hombres's;

longitudes mayores de la via aérea aumentan la tendencia al colapso.

Si existe resistencia nasal, por presencia de po6lipos o por desviacion del tabique, ésta afecta a

dos niveles facilitando la obstruccidn: por una parte reduce la presién negativa de succion y por
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otra favorece que se abra la boca permitiendo que la lengua caiga hacia la parte posterior y

obstruya el canal respiratorio®.

2.1.2.3.2. Actividad muscular dilatadora de la via aérea superior

No hay muchos estudios que hayan estudiado la actividad del masculo dilatador de la faringe
en estos pacientes. La capacidad del musculo geniogloso de responder a incrementos en la

presidn negativa de la faringe es importante para evitar el colapso*13.

2.1.2.3.3. Volumen pulmonar

Un mayor volumen pulmonar permite aplicar una mayor fuerza de traccién caudal sobre la
trdquea y la laringe, impidiendo la obstrucciéon oral por reduccion de la presidon intraluminal
necesaria para abrir y cerrar la via aérea superior. También disminuye la presién que ejercen

los tejidos parafaringeos sobre la propia via aérea*'”.

Cardiovascularand <«———— Visceral fat
metabolic co-morbidities

Fat infiltration

Obstruction of Reduction of
the upper airway lung volume

Abnormal upper airway <«— Inceased leptin
neuromechanical control secretion

Nature Reviews | Disease Primers

Figura 1. Lévy P. et al. (Nat Rev Dis Primers 2015).
Reduccién del volumen pulmonar y obstruccion de la via
aérea superior por deposicion de grasa abdominal.
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Por una parte, la remodelaciéon del parénquima pulmonar con la edad compromete la mecanica
ventilatoria al reducir la elasticidad (enfisema senil) y, por otra, la deposicion de grasa en la
zona abdominal superior en pacientes obesos puede reducir el volumen y con ello la capacidad
funcional residual, especialmente en debubito. Las evidencias actuales sugieren que los
incrementos en el volumen pulmonar expiratorio final pueden jugar un papel protector de la via

aéreald”,

2.1.2.3.4. Volumen de liquido en la zona superior

La acumulacion y consiguiente redistribucion de liquidos puede jugar un papel importante en
la fisiopatogénesis de la apnea del suefio®. Se ha visto que los individuos con patologias
relacionadas con la retencion de liquidos tienen una mayor predisposicion al desarrollo de
apneas del suefio, tanto centrales como obstructivas?!. Esta retencion de liquidos puede
observarse en la insuficiencia cardiaca o la enfermedad renal cronica. Por ejemplo, el liquido
puede acumularse en los espacios intravasculares e intersticiales de las extremidades
inferiores durante el dia (edema) debido a la fuerza de la gravedad, de manera que al acostarse
por la noche tiene lugar una redistribucion hacia la zona de la cara, el cuello o incluso el espacio
pleural. En especial, la acumulacién de liquido en el cuello durante el suefio puede aumentar
la presion para colapsar la via aérea®?. La acumulacion en el pecho puede provocar congestion

pulmonar, lo que conducira a situaciones de hiperventilacion e hipocapnia?°.

2.1.2.3.5. Umbral de microdespertar

Los microdespertares (arousals) son un mecanismo fisioldgico protector que permite reabrir
una via aérea colapsada, y tienen lugar cuando el flujo ventilatorio alcanza un cierto umbral.
Esto es, cuando se detecta un aumento de la presién de CO- (hipercapnia) durante el suefio,
el sistema nervioso central despierta, provocando asi que el individuo pase de un suefio mas
profundo a uno més ligero o incluso a la situacién de vigilia®. Este fenbmeno permite

recuperarse de la hipoxemia relacionada con las apneas o hipopneas y, al ser relativamente
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cortos en el tiempo (3-15 segundos), pueden no ser percibidos por el propio individuo a pesar

de causar fragmentacion del suefio?.

El valor de presion de CO: a partir del cual el sistema nervioso central provoca este
microdespertar (umbral de microdespertar) varia de un individuo a otro. Los individuos con
umbrales menores tienen mayor tendencia a despertarse, reduciendo asi la duracion del

colapso y la magnitud de desaturacion de la oxihemoglobina.

2.1.2.3.6. Estabilidad del control respiratorio

La estabilidad del control ventilatorio mide la relaciébn entre la magnitud de la respuesta
ventilatoria compensadora y la magnitud de la perturbaciéon que la ha provocado. A modo de
ejemplo, la caida de presion de oxigeno arterial durante una hipopnea produce un incremento
de la ventilacion como mecanismo de compensacién; cuando la magnitud de ese incremento
es mayor que la hipopnea inicial, tiene lugar la respiracion inestable, con una amplitud oscilante.
En el control de la estabilidad de la respiracién intervienen los quimiorreceptores, la sensibilidad

de los cuales puede variar en funcidn de ciertos parametros antropométricos, como la edad.

2.1.2.4. Factores de riesgo

A la idea tradicional de que la apnea obstructiva del suefio era un problema Unicamente de la
anatomia de la via aérea superior, en el que la estructura craneofacial o la grasa corporal
disminuian el tamafio de la luz de la via respiratoria facilitando un posible colapso de la faringe,
hay que anadir otros factores no anatomicos ni neuromusculares que también contribuyen al

desarrollo de la patologias2+25,

Los principales factores de riesgo para el desarrollo de apneas del suefio son la obesidad, el

género masculino y la edad'. Le siguen algunos atributos fisicos como una disminucién de las
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dimensiones de la orofaringe, la diabetes mellitus tipo 2, el hipotiroidismo, o un estado

postmenopausico en mujeres.
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Figura 2. Factores de riesgo de la apnea del suefio.
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Por su parte, en nifios, los principales factores que contribuyen al desarrollo de SAHS incluyen

la hipertrofia amigdalar, la obesidad y el dimorfismo creaneofacial?®. De hecho, la prevalencia

creciente de obesidad en la edad pediatrica esta asociada con un aumento en la incidencia de

SAHS2.
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2.1.2.4.1. Obesidad

Un indice de masa corporal (IMC) excesivo justifica entre el 40% y el 60% de los casos de
sindrome de apnea del suefo'. En individuos obesos, los depositos de grasa en la zona
parafaringea reducen el calibre de la luz de la via aérea. Asimismo, se reduce tanto la
elasticidad del parénquima pulmonar como el volumen del propio pulmén, lo que lleva a una

reduccion de la fuerza de traccion sobre las estructuras de las vias respiratorias altas.

De hecho, el riesgo de SAHS incrementa progresivamente con el IMC y todavia mas con la
circunferencia del cuello?”28. Asi, como consecuencia de esta asociacion, se encuentra una
mayor prevalencia de SAHS en aquellos paises con mayor porcentaje de individuos obesos?°.
Por eso, si se pudiera hablar de prevencion del SAHS, la obesidad seria la principal variable
para considerar. La reduccion del sobrepeso, mediante dieta o por cirugia bariatrica, ha
demostrado ser la manera mas efectiva para reducir el desarrollo o progresion de la apnea del
suefio, a la vez que el tratamiento con CPAP para el SAHS facilita la reduccién de peso23031,
De hecho, varios autores han descrito que la obesidad y las apneas del suefio podrian
representar dos caras de la misma moneda, y no deberian entenderse como dos entidades

clinicas separadas sino totalmente interrelacionadas que se potencian reciprocamente3?3,

2.1.2.4.2. Género

Junto con la obesidad, el género masculino es el principal factor de riesgo de desarrollar apnea
obstructiva del suefio y, a diferencia de la primera, no se conocen sus mecanismos
predisponentes’®. Se ha visto que la prevalencia de apneas del suefio es entre 2 y 4 veces

superior en hombres que en mujeress.

Los hombres tienden a acumular peso de una manera mas central que las mujeres (patrén
androgénico), y este deposito de tejido adiposo tanto en el abdomen como cerca de las vias
aéreas podria favorecer la compresion de éstas. Se ha descrito una reduccién de volumen

pulmonar con el aumento de grasa central®. De manera paralela, la influencia de las hormonas
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sexuales en las mujeres premenopausicas las protege relativamente, hecho que se revierte
cuando se alcanza la menopausia, llegando a alcanzar una incidencia de eventos apneicos

similar al género masculino.

Anatoémicamente, la faringe masculina presenta un igual o mayor diametro de la luz que en
mujeres y una via aérea de mayor longitud'®3435. Por una parte, el mayor diametro incrementa
la facilidad de paso del aire, asi que la alteracion de la via aérea causada por deposicion de
grasa es menos importante que en mujeres, lo que podria proteger frente a los eventos de
obstruccién. En cambio, por otra, la mayor longitud (que es independiente de la masa corporal)

si podria explicar la mayor propension a un posible colapso en hombres.

Ademas, el género femenino suele presentar una mayor respuesta respiratoria bajo carga
(mayor ventilacion durante una carga respiratoria resistiva), y mayor presion de colapso de la
via aérea faringea pasiva. Tomado en conjunto, ello lleva a pensar en que los factores

anatémicos predisponen mas a los hombres a un colapso faringeo que a las mujeres3:36,

2.1.2.4.3. Edad

La edad es el tercer factor principal predisponente al desarrollo de apneas obstructivas del
suefio. Se considera que la incidencia del sindrome de apneas-hipopneas del suefio (SAHS)
en la poblacién general aumenta linealmente hasta los 60-65 afios®’, con una prevalencia de
individuos con un indice de apneas-hipopneas (IAH) >5 h-!' que puede llegar al 80%?32. Ancoli-
Israel y sus colaboradores describieron un 62% de individuos mayores de 60 afos de su
comunidad con un IAH superior a 10 h'', cuyos hallazgos son consistentes con los del Sleep

Heart Health Study, uno de los mayores estudios epidemioldgicos hasta dia de hoy.

El diagnéstico de SAHS se puede realizar a cualquier edad, pero la mayoria de pacientes son
diagnosticados entre los 40 y 50 afios?>?’. Los individuos de edades mas avanzadas suelen

presentar mayor pérdida de elasticidad, lo que conduce a una disminucion de la fijacion de la
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via aérea superior3438. La fuerza de los musculos dilatadores de la via aérea superior
disminuye también con la edad. Una peor calidad del suefio puede ser la causante de una
mayor facilidad para despertarse (menor umbral de arousal), y la pérdida de colageno lleva a

una via aérea mas facilmente compresible.

Ademas de cambios anatémicos, con la edad se producen modificaciones en los patrones
tipicos de suefio. Entre ellos se encuentran un menor tiempo total de sueno, retraso en la
aparicion de sueno, incremento de las siestas o pausas durante el dia, incremento del nUmero
de despertares o0 microdespertares, alargamiento del tiempo de las fases N1 y N2 (fases menos
profundas del suefio NREM), disminucion de la duracion de la fase REM y del suefio de ondas
lentas, cambios en el ritmo circadiano (a mayor edad, mas temprano se da el suefio y el

despertar) y un menor niumero de ciclos de suefo por noche#39:40,

De hecho, en un estudio con adultos mayores, entre un 13-45% afirmaron tener dificultades
para conciliar el suefio, un 20-65% afirmaron padecer suefio fragmentado y un 15-54% se

levantaba muy pronto por la mafana*'.

2.1.2.4.4. Etnia

La prevalencia mas elevada de SAHS se ha descrito para los afroamericanos. También se ha
propuesto un mayor porcentaje de casos entre hispanos e indios americanos, mientras que la
prevalencia en la etnia asiatica es comparable a la caucasica*?. De hecho, se encontr6 un
riesgo de hasta 6 veces mayor de desarrollar SAHS en nifios afroamericanos que en nifios
caucasicos*, y un 88% en adultos menores de 26 afios en comparacion con una poblacion

similar blanca#**.

Para comprender el porqué de esta heterogeneidad racial, se requiere entender el conjunto de
factores de riesgo, principalmente los antropométricos, y su contribucién a la patogenicidad del
SAHS. Ademas de la obesidad (mas prevalente en etnia afroamericana)*?, el ejemplo mas claro

es la forma craneofacial. La superficie de la lengua es considerablemente mayor en
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afroamericanos que en caucasicos, lo que puede facilitar la obstruccidon; y los asiaticos
presentan una base craneal menor y diferente longitud de la mandibula que el resto de

razas*s46.

2.1.2.4.5. Otros factores de riesgo

Algunas variables que también pueden influir en el desarrollo de SAHS es la presencia de
edemas en extremidades inferiores, la retrognatia y micrognatia, menopausia, antecedentes
familiares de apnea del suefio, sindromes genéticos que reduzcan el diametro de la via aérea
superior (por ejemplo, sindrome de Down, sindrome de Treacher-Collins), hipertrofia amigdalar,

hipotiroidismo, acromegalia y otros sindromes endocrinos®.

Asimismo, el alcoholismo y el tabaquismo también incrementan el nUmero y la duracion de las
apneas. En concreto, el habito alcohdlico tiene un efecto dual en la reduccién del tono de los

musculos implicados en la respiracion y en la depresién del centro respiratorio*.

La importancia de los factores genéticos en el desarrollo de SAHS se demuestra al observar
que la prevalencia de la enfermedad en familiares de primer grado de individuos con esta
patologia respiratoria es el doble que en familiares de primer grado de controles sanos“s, y este

riesgo aumenta con el numero de familiares afectos.

Dado la estrecha relacién entre el SAHS y otras patologias respiratorias y cardiovasculares,
existen condiciones que deberian hacer sospechar de apnea del suefio, como son la
hipertension refractaria, la angina nocturna, las arritmias nocturnas (incluyendo la fibrilacion
auricular y la bradicardia), el accidente isquémico transitorio y la insuficiencia cardiaca

congestiva''. Este apartado se desarrollara en posteriores capitulos.
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2.1.3. Epidemiologia

El SAHS es un problema de salud publica global y uno de los trastornos respiratorios crénicos
mas frecuentes. Se calcula que afecta entre un 4-17% de las mujeres, y un 9-34% de los
hombres, aunque con gran variabilidad entre estudios y regiones''-?%. Ademas, los resultados
de los estudios de prevalencia se deben interpretar con cautela, por una parte, debido al
infradiagnéstico y, por otra, debido al elevado porcentaje de individuos sin apneas que refiere
somnolencia diurna excesiva24. Varios estudios poblacionales indican que la prevalencia de
este sindrome es significativamente mayor en pacientes con enfermedad cardiovascular
concomitante; por ejemplo, en dos tercios de pacientes con hipertension refractaria, sindrome
coronario agudo o ictus?%°. También se ha hallado en casi la mitad de pacientes con

insuficiencia cardiaca congestiva cronica.

El primer estudio poblacional que investigd sobre la prevalencia de la apnea obstructiva del
suefio fue el Wisconsin Sleep Cohort Study, de 1993%7. En él se describié una prevalencia de
apnea del sueno (definida como IAH =5 h-') en el 9% de mujeres de mediana edad (30-60 afios)
y un 15% de hombres, y una prevalencia de apnea clinicamente importante (IAH =15 h-') en el
4% de mujeres y 5% de hombres. No obstante, estudios posteriores han arrojado valores
todavia superiores, alcanzando un 10% en mujeres y 20% en hombres, probablemente debido
a un incremento en la incidencia de obesidad (principal factor de riesgo de SAHS) y a una
mejora con el tiempo en la cobertura sanitaria y en tecnologia para el diagndstico®2. Los
propios investigadores de Wisconsin describieron un aumento de la prevalencia de SAHS entre
14-55% en la década de los anos 9022°. Actualmente, la apnea obstructiva del suefio es
considerada un problema de salud global. Se ha visto que algunos paises asiaticos o Brasil
presentan prevalencias similares a las de Estados Unidos o Europa a pesar de un menor

porcentaje de ciudadanos obesos®.

En poblacion pediatrica, la prevalencia de SAHS es muy inferior a la observada en adultos,

llegando al 5,7%, aunque la incidencia creciente de la obesidad en este grupo de edad hace
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prever un incremento paralelo en el desarrollo de SAHS?. Los principales sintomas que se
aprecian en pediatria son ligeramente diferentes a los de la poblacidén adulta, ya que no suele
observarse somnolencia diurna, sino mas bien hiperactividad, problemas de comportamiento y
dificultad de aprendizaje, asi como nicturia y, frecuentemente, ronquido no estacional?.
Ademas, en contraposicion a lo que ocurre en la gente mayor, la amigdalectomia o
adenoidectomia suele suponer un tratamiento muy efectivo para casi la mitad de los nifios con

SAHS.

La apnea del suefio se ha descrito como un factor de riesgo modificable de hipertension
sistémica, a la vez que esté asociada a una mayor incidencia de enfermedad cerebrovascular,
insuficiencia cardiaca, fibrilacion auricular y enfermedad coronaria'. De hecho, la apnea
obstructiva del sueno, especialmente en el grado severo, esta relacionada con una mayor

mortalidad por todas las causas, asi como mortalidad cardiovascular.

2.1.4. Diagnostico

Como cualquier patologia, una correcta anamnesis y una exploraciéon fisica correcta es
fundamental para orientar el diagnéstico. Algunos aspectos basicos a considerar durante la
valoracién clinica del individuo con sospecha de posible patologia respiratoria del suefio son
los siguientes®!:

e Antecedentes de interés (especialmente cardiopulmonares)

¢ Clinica relacionada con el SAHS (somnolencia)

e Habitos de sueno (horario, siestas)

e Variables antropométricas (IMC, perimetro del cuello y cintura)

e Distancia hioides-mandibula

e Exploracioén otorrinolaringolégica basica (obstruccion nasal, hipertrofia amigdalar o

Gvula, paladar blando largo, grados de Mallanpati, examen maxilar, calidad de la

mordida)
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e Auscultacién cardiopulmonar

e Tension arterial

La normativa también recomienda la solicitud de un andlisis de sangre como prueba
complementaria, incluyendo un hemograma, bioquimica basica y perfil lipidico. Aunque la
valoracién clinica exhaustiva y la exploracién fisica de los individuos sean imprescindibles,
ninguno de los parametros ha demostrado suficiente poder diagnéstico para SAHS, de forma

gue es necesaria la realizacién de un estudio de suefo5'.

El método de referencia (gold standard) utilizado para el diagnostico de la apnea del suefio es
la denominada polisomnografia completa durante toda la noche (PSG), realizada en una unidad

hospitalaria especializada’.

Este procedimiento diagnéstico incluye, de forma continua, un registro de datos
neurofisioldgicos, cardiacos y respiratorios relacionados con el suefio?. La monitorizacion del
suefio-vigilia se realiza por medio de un electroencefalograma (EEG), un electrooculograma
izquierdo y derecho (EOG) y una electromiografia mandibular (EMG). Los registros
respiratorios incluyen una electrocardiografia (ECG), registros de la presion del flujo aéreo
nasal y del ronquido, medidas del esfuerzo respiratorio (estudio pletismografico del movimiento
toracico y abdominal) y la oximetria arterial periférica. Ademas, se suelen afiadir sensores en
la zona tibial anterior para evaluar la posicién del cuerpo y los movimientos periddicos de las
piernas. Un profesional especializado es el encargado de la interpretacibn manual de los
registros de la PSG. La evaluacién de los eventos respiratorios se basa en unos criterios
estandarizados de medicién de flujo aéreo, movimientos toraco-abdominales y sefales de

oximetria311.

A pesar de ofrecer un diagnéstico definitivo, la PSG es una técnica cara, que consume tiempo,
dificil de manejar y que exige personal experto. En los casos de acceso limitado a una PSG,

existe la posibilidad de realizar estudios de suefio simplificados mediante dispositivos portatiles:
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la poligrafia ambulatoria que, a diferencia de la PSG, no incluye registros neurofisiol6gicos'2.
Estos dispositivos suelen permitir el registro ambulatorio de la saturacion de oxigeno, que se
consideran una buena aproximacion al diagnéstico, dado que facilitan la deteccién de las
desaturaciones de oxigeno que acompafian a cada evento apneico. Aunque no permiten una
correcta distincién entre las apneas obstructivas y las de origen central, varios estudios
aseguran que el diagnostico y tratamiento realizados mediante dispositivos en el hogar del
paciente no son peores que aquellos realizados en laboratorios especializados. De todas
formas, en estos estudios no se han incluido pacientes de dificil manejo (con insuficiencia
cardiaca, enfermedad pulmonar o neuromuscular), enfatizando asi el hecho de que el estudio
ambulatorio no es apto para cualquier caso3. Por ejemplo, algunos autores recomiendan la
realizacion de una poligrafia ambulatoria Unicamente en aquellos pacientes con elevada

probabilidad de presentar la patologia*”-52.

Las definiciones de los eventos respiratorios estan basadas en consensos, y los criterios
pueden variar en funcién del centro de estudio. Tal variabilidad puede afectar la interpretacion
de los estudios de suefio y tener un impacto negativo en el seguimiento de pacientes en
tratamiento®3. De ahi el requerimiento de personal entrenado y actualizado. En este trabajo, se
expondran las ultimas consideraciones de la Sociedad Espanola de Neumologia y Cirugia

Toracica (SEPAR), publicadas en 201151,

Se define apnea obstructiva como la ausencia o reduccion superior al 90% de la senal
respiratoria de mas de 10 segundos de duracién en presencia de esfuerzo respiratorio. Se
considera esfuerzo respiratorio a una secuencia de respiraciones de mas de 10 segundos con
resistencia de la via aérea superior (detectada por una reduccion en la sefial de presidén nasal)
seguida de un microdespertar encefalografico, también llamado arousal. La diferencia entre
apneas obstructivas y apneas centrales radica en la ausencia de esfuerzo respiratorio en las

ultimas.
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La definicion de hipopnea no es universal y se define como la asociacién de:
e La disminucién de la ventilaciéon a un valor entre 30% y 90% del valor basal de la
amplitud de la sefial respiratoria que dura un minimo de 10 segundos, o bien la
disminucién notoria del movimiento tocacoabdominal.

e Disminucion de la saturacion de la oxihemoglobina (SatOy) igual o superior al 3% o0 un

arousal.
Reduccion del /Red:cién\
flujo (30-90%) 5
durante >10s Sat02 23%
HIPOPNEA = o bien + o bien

Reduccion del
movimiento

toracoabdominal

Figura 3. Definicion de hipopnea, de acuerdo con la recomendacion SEPAR51.

La principal magnitud para la clasificacion de la gravedad de la apnea del suefio es el indice
de apnea-hipopnea (IAH), que se calcula como la suma del nimero de apneas e hipopneas
gue se producen por hora de suefo, y se expresa en unidades de h-'. Existen otros parametros,
como el indice de alteracion respiratoria (RDI, Respiratory Disturbance Index), que se diferencia
del IAH en que también se incluye el numero de arousals relacionados con el esfuerzo

respiratorio en su calculo. A nivel practico, se suele considerar IAH como equivalente a RDI.

Como sindrome, la apnea obstructiva del suefio se define no solo con base en los datos de los
estudios de suefio, sino también a partir de los sintomas nocturnos y diurnos®. La primera vez
que se habl6 del “sindrome de apnea obstructiva del suefio” fue en 1976 por Guilleminault y

colaboradores, para referirse a individuos con apneas obstructivas y somnolencia diurnas+55,
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De acuerdo con el Documento Nacional de Consenso sobre el sindrome de apnea-hipopnea
del suefio®!, esta entidad clinica se define actualmente como RDI >5 h-' junto con uno de los
siguientes (A o B):
A. Somnolencia diurna excesiva no explicada por otras causas.
B. Dos o mas de los siguientes criterios:
o Asfixias repetidas durante el suefio
o Despertares recurrentes durante el suefio
o Percepcion del suefio como no reparador
o Cansancio o fatiga durante el dia

Dificultades de concentracion

o

Se recomienda la terminologia “sindrome de apnea-hipopnea del suefio”, puesto que incluye
hipopneas no solamente obstructivas®®. Por convencion, en la poblacién adulta se ha
establecido la clasificacion de la gravedad del sindrome como:

e |AH 5-15 h'': SAHS leve

e |AH 15-30 h'': SAHS moderado

e |AH >30 h': SAHS grave

En poblacién pediatrica, con un niumero de eventos respiratorios mucho menor, se utilizan
criterios diagnésticos diferentes. Segun bibliografia reciente, podria considerarse el diagnostico
de apnea del suefio en individuos de edades comprendidas entre 2-18 afios que presenten un
valor de IAH superior a 5 h''; o0 bien aquellos con IAH >1 h-' con presencia de comorbilidades
o factores de persistencia de respiracion alterada durante el suefio®. Actualmente, se asume
que la prevalencia en estos pacientes esta comprendida entre 1-5%, y puede aparecer en

cualquier edad?657.

Por su parte, la magnitud de la somnolencia diurna puede medirse de forma subjetiva mediante
cuestionarios, o de forma objetiva. La mas utilizada de forma rutinaria es la Escala de
Somnolencia de Epworth (ESS, Epworth Sleepiness Scale)?®, y se trata de una medida

subjetiva que evalla mediante un cuestionario la posibilidad de un individuo para quedar
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dormido en diferentes situaciones cotidianas en las que la mayoria de personas pueden verse
involucradas, como por ejemplo viendo la television, sentado en un ambiente tranquilo después
de comer o viajando como pasajero en un coche durante una hora. La puntuacion se obtiene a
partir de las frecuencias descritas para cada uno de los 8 items (0 = nunca, 3 = altamente
frecuente). Un valor hasta 9 se considera normal; valores entre 10-15 suelen ser compatibles
con apnea del suefio leve y debe referirse al paciente a un especialista. Valores por encima de

16 suelen indicar apnea del suefio grave o narcolepsia®.

A pesar de ser la herramienta mas sencilla y utilizada universalmente para la evaluacion de la
somnolencia diurna, su naturaleza subjetiva puede limitar la correcta percepcion del grado de
somnolencia antes del tratamiento®. No se recomienda este cuestionario en algunos grupos
poblacionales, como en ancianos, en pacientes con enfermedad renal crénica o en pacientes
con insuficiencia cardiaca, debido a presentaciones atipicas de la enfermedad o a una menor

prevalencia de sintomas visibles, como el ronquido5260,

Entre las pruebas objetivas se encuentran el test de latencia multiple (MSLT, multiple sleep
latency test), el test de mantenimiento de vigilia o el test de Osler. La técnica de referencia para
el estudio de la hipersomnolencia es el MSLT, el cual permite discernir objetivamente entre el
cansancio fisico y la somnolencia diurna excesiva debido a patologia psiquiatrica (narcolepsia,
hipersomnia idiopatica o recurrente, somnolencia por farmacos...)¢'62. A pesar de ser el gold
estandar, la dificultad en su realizacion y la necesidad de ser interpretada por especialistas

hace que su uso en la practica asistencial esté limitado a situaciones concretas®s.

2.1.5. Signos y sintomas clinicos

Las dos principales caracteristicas distintivas para reconocer la enfermedad son un ronquido
fuerte y disruptivo habitual, junto con somnolencia diurna excesiva. Se define como
somnolencia diurna excesiva la propension a quedarse dormido de forma involuntaria en

situaciones no deseadas durante el dia a pesar de la oportunidad de dormir correctamente y

JM. Bauga Rosselld 40



con una duracién adecuada. Por ello, la anamnesis es una etapa esencial en la evaluacion de

cualquier paciente con SAHS'.

Aunque el ronquido no sea especifico de la apnea del suefo, si el hallazgo y descripcion
(generalmente por parte de la pareja) de episodios durante los cuales se para la respiracion,
seguidos de jadeos o resoplidos fuertes son de ayuda para el diagnéstico. Es frecuente que el
propio paciente no sea consciente de los eventos apneicos, sino que unicamente suelen referir
sequedad de boca al levantarse, fatiga diurna, falta de energia e incluso dolor de cabeza al

despertarse’.

Otros sintomas relacionados con la apnea obstructiva del suefio son el suefio no reparador, la
nicturia (necesidad de despertarse para orinar), la enuresis (incontinencia urinaria), diaforesis
(sudoracion excesiva), pesadillas, despertares frecuentes, cefalea matutina, reflujo
gastroesofagico, caidas frecuentes, libido reducida e impotencia'5'. Ademas, los propios
pacientes o sus familias a menudo reportan sintomas relacionados con la disfuncién cognitiva
y pérdida de memoria, lo que suele conllevar dificultades en el trabajo diario, desarmonia social
y alteraciones emocionales'?, incluso irritabilidad, depresion y en algunos casos se puede
apreciar una reduccion de la calidad de vida, por ejemplo disminuyendo el rendimiento

profesional y en los estudios.

Tiene especial importancia que los pacientes con apnea grave pueden quedarse dormidos
cuando realizan actividades basicas de la vida diaria, como por ejemplo durante la conduccién,
de manera que suelen estar involucrados en accidentes de trafico dos o tres veces mas que la

poblacidén general®+.
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2.1.6. Tratamiento

Aunque existen varias estrategias terapéuticas, éstas suelen aliviar la sintomatologia de
manera ligera, y muchas veces no son bien toleradas por los pacientes. Por ello, ademas de
investigar en nuevos tratamientos, es imprescindible concienciar al paciente de la importancia

de la adherencia al tratamiento, como ocurre con un gran numero de patologias crénicas?.

Ademas de las medidas higiénicas del suefio (alcohol, tabaco y farmacos) y de una buena
dieta, la principal opcidn terapéutica actual para la apnea obstructiva del suefio es la presiéon
positiva continua en la via aérea (CPAP, continuous positive airway pressure). Esta presion
continua de aire se administra a través de una méascara nasal sellada, y permite dilatar los
conductos de la via aérea superior y prevenir el colapso durante el suefio. La magnitud 6ptima

de la presion continua que se administra se suele fijar mediante un control por PSG.

Figura 4. Lévy P. et al. (Nat Rev Dis Primers 2015).
Dispositivo para el tratamiento con CPAP.

También existen dispositivos de presion de aire positiva automatica (APAP), que ajustan la
presion mediante una monitorizacién continua de los patrones de flujo aéreo para eliminar

eventos respiratorios. Actualmente, el APAP estad recomendado unicamente como tratamiento
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del SAHS sin comorbilidades mayores asociadas. Tampoco se recomienda para el tratamiento

de las apneas de origen central’.

Especialmente en pacientes no obesos, las caracteristicas no relacionadas con la anatomia
adquieren una importancia crucial, y permiten distinguir fenotipos de SAHS susceptibles de
opciones terapéuticas diferentes®65. Por ejemplo, los individuos con disfuncion en esta
musculatura dilatadora de la via aérea pueden responder a la estimulacién del nervio hipogloso,
mientras que aquellos con edemas en extremidades inferiores pueden presentar una
acumulacién de liquido en el area de la faringe cuando el paciente se encuentra en posicion
supina, facilitando el colapso de la via aérea superior durante el suefio, de forma que se podrian
beneficiar de terapias de posicionamiento, asi como de estrategias basadas en diuréticos y
ejercicio fisico®. Los dispositivos de avance mandibular pueden resultar especialmente Utiles

para individuos no obesos con SAHS leve y moderado o si se tolera bien la CPAP>!.

El tratamiento farmacolégico (con farmacos hipnéticos) es Gtil en aquellos que necesiten
disminuir la respuesta ventilatoria, como es el caso de los pacientes con quimiosensibilidad

aumentada o aquellos con disminucion del umbral de arousal.

En pacientes con apnea central del suefio, frecuentemente asociada a la insuficiencia cardiaca
congestiva, se recomienda centrarse en el tratamiento del propio fallo cardiaco. Asi, entre la
variedad de opciones farmacoldgicas para la apnea central, se priorizan aquellas que optimizan
el gasto cardiaco. A pesar de ello, las evidencias actuales apuntan a que la presion positiva
continua es la estrategia mas efectiva, aunque a diferencia de los pacientes con SAHS, la

respuesta al tratamiento no es inmediata y suele requerir varios meses'.

Por ello, dada la elevada prevalencia de apnea obstructiva del suefio sintomatica en la
poblacién general, sus consecuencias y el hecho que sea facilmente tratable, es imprescindible
que los médicos (en particular los de atencion primaria) se responsabilicen de identificar

pacientes en riesgo y los deriven a consultas especializadas para su evaluacion'™. Como se ha
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comentado, la principal caracteristica clinica para el cribado de individuos con enfermedad
respiratoria del suefio es la combinacién de ronquido habitual, jadeos nocturnos, episodios

evidenciados de apnea y somnolencia diurna.

JM. Bauga Rosselld 44



2.2. RIESGO CARDIOVASCULAR Y SINDROME DE APNEAS DEL
SUENO

El sueno normal ofrece al organismo un periodo de tiempo de bajo estrés fisiolégico, muy
provechoso para el sistema cardiovascular'. Como ya se ha comentado, los eventos
obstructivos de la via aérea superior durante el suefio inducen la activaciéon de una serie de
mecanismos que contribuyen al desarrollo de enfermedades cardiacas, vasculares,
metabdlicas y neuroldégicas. La apnea del suefio es una patologia respiratoria bastante

prevalente en la poblacién, y todavia mas en individuos con enfermedad cardiovascular?’.

2.2.1. Apnea obstructiva del sueio y sus consecuencias

La fragmentacion del suefio y la hipoxia intermitente son los principales desencadenantes de
las complicaciones fisiopatol6gicas que se observan en los pacientes con SAHS. Estas
complicaciones incluyen la somnolencia diurna excesiva, las comorbilidades cardiovasculares

y un incremento en la mortalidad por cualquier causa?%.

Las comorbilidades cardiovasculares y metabdlicas estan presentes en casi un 50% de
pacientes con SAHS®8. De esta manera, se ha visto que el SAHS es la principal causa de
hipertension secundaria resistente a farmacos, ademas de observarse frecuentemente en

pacientes con diabetes mellitus tipo 1y tipo 26970,

Asi pues, se podria proponer que las consecuencias inmediatas de la apnea obstructiva del
suefio son la disfuncion metabdlica, la desregulacién autbnoma (alteracioén de la actividad del
sistema nervioso auténomo y del tono vagal), la disfuncion endotelial y un aumento del estado
inflamatorio y el estrés oxidativo*. Estos efectos inmediatos, a largo plazo podrian conducir al
desarrollo de trastornos metabdlicos, cardio- y cerebrovasculares y disfuncion cognitiva®. En

definitiva, mayor morbilidad y mortalidad.
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Por otra parte, desde hace afios se ha estado estudiando la relacion entre la hipoxia tisular
observada en los pacientes con SAHS vy el desarrollo de cancer, aunque hay pocos estudios
poblacionales en humanos’'-72. Los principales mecanismos que podrian explicar tal relacion
serian el estrés oxidativo, el mayor grado de inflamacién sistémica (normalmente junto con
obesidad) y, probablemente el mas relevante, la hipoxemia intermitente’374. En estos
mecanismos moleculares, podrian jugar un papel relevante la sintesis y liberacion del factor
inducible por hipoxia 1 (HIF-1, hypoxia-induced factor-1), el cual presenta acciones implicadas
en la produccion de moléculas angiogénicas como el factor de crecimiento endotelial vascular

(VEGF, vascular endotelial growth factor).

Aunque sea dificil atribuir ciertas complicaciones (comorbilidades) a la apnea del sueno, para
estudiar la causalidad se han hecho esfuerzos con base en tres estrategias diferentes: estudios
mecanisticos en animales, estudios epidemiolégicos en humanos en poblaciones de gran
tamano y estudios en humanos con intervencion (ensayos clinicos aleatorizados)?*. Por
ejemplo, un andlisis longitudinal demostrd6 un riesgo tres veces mayor de desarrollar

hipertensién a los 4 afios en pacientes con SAHS moderado que en controles apareados?>.

Primeramente, se ha descrito que la alteraciéon de la respiracion conduce a un estado de
hipoxemia intermitente e hipercapnia. Este estrés hipoxémico y su consiguiente reoxigenaciéon
llevan a un estado de hipoxia tisular que induce la produccién de especies reactivas de oxigeno

y de nitrégeno, asi como a un estado de inflamacion sistémica’®, que puede cronificarse.

Los mecanismos fisiopatoldégicos de la apnea del suefio y su relacién con la enfermedad
cardiovascular no son del todo conocidos, por una parte, por la diversidad de fenotipos de la
enfermedad vy, por otra, por la frecuente presencia de comorbilidades que acompafian a la

apnea del suefio y que afectan a la salud cardiovascular, como la obesidad”’.

Por su parte, los eventos apneicos junto con los arousals y la consiguiente fragmentacion del
suefio (incluso posible privacion), pueden activar multitud de mecanismos implicados en la
disfuncion endotelial y la consiguiente enfermedad cardiovascular. A continuacién, se detallan
algunos de los mecanismos fisiopatogénicos clave que se cree que estan activados en SAHS

y podrian potenciar la disfuncion cardiovascular.
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Figura 5. Mecanismos fisiopatolégicos y complicaciones del SAHS

2.2.2. Fisiopatologia de la enfermedad cardiovascular en SAHS
2.2.2.1. Activacion simpatica

El sistema nervioso simpatico se encarga de la inervacion de los musculos lisos, el miocardio
y las glandulas de todo el organismo. Ademas de mantener la homeostasis, su funcion
primordial es la de estimular la respuesta de ‘defensa o huida’. En individuos sanos, hay una
disminucion de la actividad del sistema nervioso simpatico durante el suefo, mientras que se

aumenta la actividad del parasimpético.

En pacientes con SAHS, durante la fase REM, ocurre un aumento de la actividad simpatica
que, ademas, se ha visto también en estos pacientes cuando estan despiertos?, incluso en

ausencia de comorbilidades. Los quimiorreceptores centrales y periféricos responden a la
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hipoxemia y a la hipercapnia incrementando el tono simpético, de forma que aumentan la
frecuencia cardiaca y la presion arterial’’. La hipoxemia parece ser un estimulo mas potente
que la hipercapnia para la excitacion simpéatica. La hiperventilacion induciria un efecto feedback
inhibitorio, y cuando ocurre un evento apneico, la excitacion simpatica no encuentra oposicién

por hiperventilacion?.

Cuando tiene lugar un evento de obstruccion de la via aérea, se activa el tono simpatico y el
esfuerzo respiratorio asociado provoca un incremento en la presion intratoracica negativa. Asi,
la activacion del sistema nervioso simpético frente al parasimpético causa un incremento en la
frecuencia cardiacay en la presion arterial’”78. Los arousals consiguientes permiten acabar con

la situacion de asfixia y reoxigenar rapidamente, lo que todavia aumenta mas el tono simpatico.

Se ha visto que un aumento de la actividad simpatica también favorece la liberacion de renina
por parte del rifidn, lo que se traduciria en niveles incrementados de angiotensina Il en sangre
y una mayor presion arterial, aunque estos hallazgos estan todavia en debate en los pacientes

con SAHS79.80,

En los individuos con apnea del suefio, otro hallazgo consistente con las alteraciones en el
sistema nervioso autbnomo es el aumento en la concentracién circulante de catecolaminas,
debido a la activacién de quimiorreceptores situados en la arteria carétida, y cuyos niveles
sanguineos bajan cuando se instaura un tratamiento efectivo®'82, Este aumento en la secrecién

de catecolaminas induce vasoconstriccion arteriolar sistémica®°.

2.2.2.2. Estrés oxidativo

El estado de estrés oxidativo se debe a una alteracién del balance prooxidante/antioxidante vy,
en esta patologia respiratoria, suele deberse a una falta en la biodisponibilidad del oxigeno
molecular durante los eventos apneicos, asi como a la formacion de especies reactivas de

oxigeno (ROS, reactive oxigen species) durante la reoxigenacionss,
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Las relaciones del estrés oxidativo con las complicaciones del SAHS son complejas. Por una
parte, se ha visto que contribuye al desarrollo de dislipemia y de intolerancia a la insulina, esto
es, favorece el sindrome metabdlico y la obesidad?®. Incluso, debido al aumento de los niveles
de ROS, se han encontrado mayores concentraciones circulantes de biomarcadores
relacionados con la peroxidacion lipidica u oxidacion proteica en pacientes con SAHS, los
cuales pueden ser parcialmente normalizados cuando se aplica tratamiento efectivo con CPAP.
Por otra parte, los niveles de antioxidantes suelen estar disminuidos en pacientes con SAHS y

aumentan con CPAPS5.

Como consecuencia de la presencia de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno, el estrés
oxidativo lleva a un estado de inflamacion sistémica y activacion simpatica, los cuales a su vez
potencian el propio estrés oxidativo. Y la combinacion de estos tres mecanismos (estrés
oxidativo, activacién simpéatica e inflamacion) es lo que probablemente conduce a disfuncion

endotelial, hipertension y aterosclerosis? 8.

Gran parte de los estudios que han valorado la relacion entre el estrés oxidativo y la apnea del
suefio han investigado la sobrerregulacion y sobreexpresion de genes sensibles al estado
redox, asi como aquellos implicados en la cascada de respuesta inflamatoria. La principal via
de sefializacidén analizada es aquella en la que esta implicado el factor nuclear kB (NFkB)': la
rapida reoxigenacidn que se observa al final de una apnea o hipopnea conduce a la produccién

de radicales libres, que incrementan la expresion de NFkB.

Las células endoteliales son particularmente susceptibles al estrés oxidativo, dado que las ROS
disminuyen la produccién de oxido nitrico e incluso pueden inactivar el biodisponible, con lo

que se reduciria el efecto protector de este gas vasodilatador derivado del propio endotelio®*87.
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2.2.2.3. Inflamacion sistémica

La inflamacién es una respuesta fisiologica compleja del organismo a estimulos externos
dafinos, cuya principal finalidad es eliminar la causa inicial del dafio, eliminar las células o
tejidos propios danados e iniciar la reparacion. En esta respuesta bioldgica intervienen multitud
de componentes, desde elementos celulares, citoquinas y quimioquinas, aminas vasoactivas,

factores de crecimiento e incluso lipidos.

El SAHS se ha relacionado con niveles incrementados de citoquinas proinflamatorias’, y una
explicacion plausible es que la hipoxia tisular es un potente desencadenante de las respuestas

proinflamatoria y adaptativa, dado que es interpretada como lesién al organismo.

De forma paralela a la inflamacion tisular, el término inflamacion sistémica no esté confinado a
un determinado tipo celular o localizacion especifica, sino que engloba también el resto de
sistemas del organismo, incluyendo el endotelio vascular. Los leucocitos de los individuos con
apnea del suefio presentan un fenotipo proinflamatorio y protromboético?, lo que podria facilitar
la disfuncion endotelial, aterosclerosis y trombosis®. Este fendbmeno se ha descrito debido a:

e Mayor activacion de leucocitos y plaquetas®.

e Mayor produccién de ROS y moléculas de adhesion en monocitos.

e Mayor vida media y mayor expresion de moléculas de adhesion de los neutrofilos.

e Mayor produccién de citoquinas proinflamatorias (TNFa) en linfocitos T CD8*.

e Mayor adherencia y citotoxicidad de los linfocitos GD, asi como mayor produccion de

citoquinas proinflamatorias como (TNFa, IL-8) y menor produccion de antiinflamatorias

(IL-10)%0.

La hipoxia intermitente también activa la expresion de genes regulados por el factor de
transcripcion NF-kB (via proinflamatoria), creando asi una atmoésfera proinflamatoria y
consecuentemente induciendo aterosclerosis. Como resultado, se observan niveles
incrementados de citoquinas proinflamatorias como IL-6, IL-8, TNFa y también de proteina C-

reactiva (PCR)91.92,
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2.2.2.4. Funcion vascular/endotelial

El endotelio vascular juega un papel fundamental en la homeostasis vascular, dado que regula
la vasoconstriccion, vasodilatacion, coagulacion intravascular y la inflamacion?. Debido a una
reduccidn en la actividad de la 6xido nitrico sintasa (NOS), los pacientes con apnea del suefio
tendrian niveles reducidos de éxido nitrico (NO), un potente vasodilatador. Ademas, se asume
que la capacidad de reparacion celular estaria alterada en estos pacientes, y se hallaria un
aumento de la apoptosis.

EI NO es un vasodilatador producido por las células endoteliales, y esta implicado en funciones
antiinflamatorias, antioxidantes y antitrombéticas. La reduccién en la biodisponibilidad de NO

favorece la expresion de endotelina, un potente vasoconstrictor, asi como de su receptor.

Se ha visto que las alteraciones en la funcion endotelial son frecuentes en individuos con
SAHS® y, si va acompanado de sindrome metabdlico, se suele hallar un incremento
significativo del riesgo de complicaciones cardiovasculares, debido a una sinergia entre ambas
condiciones.

Asi, los pacientes con apnea del suefio presentan una mayor disfuncién endotelial que los
individuos sanos. De hecho, se ha propuesto que el grado de hipoxemia podria predecir el
grado de disfuncién endotelial el los pacientes con SAHS%. Ademas, en estudios no

randomizados, se ha descrito que la terapia con CPAP podria mejorar este fenédmeno®.

2.2.2.5. Disfuncion metabodlica

Como ya se ha comentado, una mayor actividad simpéatica esta asociada a alteraciones en la
homeostasis de la glucosa y la insulina en individuos con SAHS%. Por ejemplo, la hipoxia
intermitente reduce la captacion de glucosa por parte del musculo esquelético y, mediante el
estrés oxidativo, incrementa la proliferacién y muerte de las células B-pancreaticas.

En relacion al metabolismo lipidico, la hipoxia intermitente se ha asociado a un aumento en los
niveles de colesterol sérico, de fosfolipidos, a un incremento en la biosintesis lipidica, inhibicion

de la captaciédn de triglicéridos en el higado y reduccion de la actividad de la lipoprotein lipasa®’.
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Dada la estrecha relacion entre obesidad y SAHS, no puede establecerse claramente una
causalidad, sino que los mecanismos fisiopatolégicos podrian actuar de forma bidireccional,
potenciandose reciprocamente. De manera similar, se ha observado una relacion
independiente entre SAHS y el sindrome metabdlico y la resistencia a insulina. Tres ensayos
clinicos aleatorizados han demostrado que el tratamiento con CPAP de los pacientes con SAHS
mejora la sensibilidad a esta hormona.

Esta desregulacion metabdlica que se observa en los pacientes con SAHS (reflejada tanto en
el metabolismo de los glucidos como de los lipidos) podria contribuir al proceso ateroscler6tico

a través del dafio endotelial y del endurecimiento arterial.

De todas formas, es especialmente dificil establecer una buena correlacion entre los
mecanismos metabdlicos e inflamatorios en los pacientes con SAHS, por la fuerte asociacién
que existe con la obesidad””. De hecho, los estudios observacionales han arrojado resultados
conflictivos en referencia al SAHS como factor independiente de riesgo de desarrollar

resistencia a la insulina.

En un ensayo clinico aleatorizado en individuos obesos con SAHS se demostré que tanto la
pérdida de peso (monoterapia) como la terapia combinada de pérdida de peso y CPAP
reducian los niveles de PCR, triglicéridos y la resistencia a la insulina, pero no el tratamiento
individual con CPAP®8. Asi, actualmente no se dispone de evidencia suficiente para describir
un papel causal del SAHS en el desarrollo de la resistencia a la insulina o la dislipemia en

humanos.
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2.2.2.6. Arteriosclerosis

La arteriosclerosis consiste en el endurecimiento de las arterias de gran calibre debido a la
deposicion de colageno y acumulacién de lipidos y células, que generalmente conduce a
estenosis. Este fendbmeno involucra diferentes mecanismos predisponentes: el estrés oxidativo,
la inflamacion vascular y el incremento de la actividad simpética. Se han descrito asociaciones

entre la apnea del sueno y algunos indices relacionados con el endurecimiento arterial®®:100,

2.2.3. Complicaciones cardiovasculares de la apnea del sueno

A
> Inestabilidad Obesidad > Disfunciéon

del control de la via
resbiratorio

APNEA
OBSTRUCTIVA DEL

Enfermedad Fibrilacion
coronaria atrial

EVENTO
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Figura 6. Adaptada de Javaheri et al. (J Am Coll Cardiol 2017)1.
Factores etiologicos de la apnea del suefo y su relacion
con la patogenia de la enfermedad cardiovascular terminal.
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Como ya se ha comentado en el apartado anterior, la apnea del suefio moderada y grave esta
asociada con una mayor incidencia de enfermedad cardiovascular; incluyendo hipertension
arterial, hipertension pulmonar, insuficiencia cardiaca, enfermedad arterial coronaria y
fibrilacion auricularé77:101.102 gunque los mecanismos fisiopatogénicos no estan del todo claros
todavia®8. Segun la revisidn publicada por Javaheri y colaboradores’, la prevalencia de SAHS
en pacientes con hipertension es 30-83%, en pacientes con enfermedad coronaria de 38-65%,
en pacientes con ictus del 57-75%, en pacientes con insuficiencia cardiaca del 12-55% y en

pacientes con arritmias del 20-50%.

A continuacion se exponen algunos mecanismos que podrian ayudar a entender las

conexiones que existen entre el SAHS vy la patologia cardiovascular:

2.2.3.1. Hipertension arterial

Se estima que la prevalencia de hipertension en los individuos con SAHS varia entre 35-80%*7
y, a su vez, un 40% de pacientes con hipertension acaban siendo diagnosticados con SAHS.
De hecho, la apnea del suefio esta considerado uno de los principales factores de riesgo de
hipertensién secundaria. La hipertension, en estos pacientes, se debe a la activacion del
sistema nervioso simpatico durante los episodios repetidos de apnea-hipopnea, con su

consecuente vasoconstriccion, tanto a nivel agudo como crénico.

Otros mecanismos que podrian relacionar el aumento en la presion arterial con la apnea del
sueno, ademas de la sobreactivacion del sistema nervioso simpéatico, son: el estrés oxidativo,

la desregulacion metabdlica y las alteraciones neurohormonales’” (leptina, insulina...).

En el Wisconsin Cohort Sleep Study, la apnea del suefio demostrd ser un factor de riesgo
independiente de hipertension sistémica, y el riesgo incrementaba proporcionalmente con el
IAH'93, Otro estudio observacional también confirmdé un aumento en la hipertension en
individuos con SAHS sin tratar comparados con controles sin SAHS; y la terapia con CPAP
disminuia el riesgo de forma dosis-dependiente’®4, aunque estos resultados no se confirmaron

en la Vitoria Sleep Cohort'%.

JM. Bauga Rosselld 54



A pesar de los resultados dispares de estos estudios poblacionales, la mayor evidencia del
efecto causal del SAHS sobre el aumento de la presidn arterial proviene de los ensayos clinicos
aleatorizados, en los que ha habido intervencion?’. La mayoria de ellos han informado de una
reduccion significativa en la presion arterial de los individuos gracias a la terapia con CPAP,

aunque la magnitud del efecto era pequefa'%6:107,

2.2.3.2. Insuficiencia cardiaca

La prevalencia real de insuficiencia cardiaca entre los individuos con apnea del suefio no se
conoce por la variabilidad de valores que ofrecen los diferentes estudios®. Por ejemplo, dos
estudios independientes evaluaron pacientes diagnosticados de insuficiencia cardiaca en
busca de criterios de SAHS y paralelamente, encontraron que un 37%'% y un 11%'°° cumplian

los criterios; unos porcentajes considerablemente diferentes.

El mecanismo més probable por el cual el SAHS induce el desarrollo de disfuncién ventricular
izquierda es a través de la elevacion de la presion arterial''®. También podrian contribuir a ello
la produccion de citoquinas, catecolaminas, endotelina y otros mediadores que se ven

incrementados en los individuos con SAHS, independientemente de la hipertension.

2.2.3.3. Enfermedad coronaria isquémica

La cardiopatia isquémica es un conjunto de alteraciones debidas a un desequilibro entre el
aporte de sangre por las arterias coronarias y el requerimiento de oxigeno del miocardio,

generalmente debida a arteriosclerosis.

Las alteraciones de la respiracion durante el sueno parecen ser el doble de frecuentes entre
los individuos con enfermedad coronaria que entre aquellos que no presentan''%, Como se vera
mas adelante, varios factores presentes en los individuos con SAHS podrian predisponer al

desarrollo de la isquemia, como la hipoxemia intermitente, el incremento de la tensién arterial,
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la vasoconstriccion por activacién simpatica y los cambios en las presiones intratoracica y

transmural®°,

2.2.3.4. Arritmias

Las arritmias son faltas de regularidad o alteraciones de la frecuencia o ritmo de los latidos del
corazon. Estan presentes en casi la mitad de individuos con SAHS, y son més frecuentes a
medida que aumenta su gravedad''%. Con apneas mas prolongadas y mayor desaturacion de
oxigeno tiene lugar un incremento mas pronunciado del tono vagal, debido a la estimulacion

frecuente del sistema nervioso simpéatico''".

2.2.3.5. Ictus y accidente isquémico transitorio

El ictus o accidente cerebrovascular se produce cuando no llega suficiente irrigacién sanguinea
a algun area del cerebro y, segun su etiologia, puede ser de tipo isquémico (embdlico o
trombaotico) o hemorragico (derrame). Se ha visto que el SAHS es muy comun en los pacientes
con ictus, viéndose que hasta un 72% de pacientes que habian sufrido un ictus presentaban

un IAH superior a 5 h-1 112,

A su vez, el SAHS también es un factor de riesgo independiente de ictus®”.77. En un estudio
observacional con una cohorte de tamafio considerable, el SAHS se asoci6é con una mayor
incidencia de ictus y de muerte por cualquier causa, de forma dosis-dependiente, y esta relacién

se cumplia incluso para fenotipos leves®’.

La observacién de que los accidentes isquémicos cerebrales en los pacientes con SAHS
ocurrian mas frecuentemente por la noche, llevé a pensar que los propios eventos apneicos
agudos podian jugar un papel directo y desencadenante de ictus en estos pacientes''s. Por
otra parte, varios estudios han demostrado que la terapia con CPAP mejoraba el pronéstico de

los pacientes tras el ictus™.
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2.2.3.6. Mortalidad

El principal endpoint que se utiliza para la mayoria de estudios clinicos tanto de SAHS como
de cualquier otra patologia es la mortalidad. A través de los diferentes mecanismos
fisiopatologicos, el SAHS esta relacionado con una mayor morbilidad y mortalidad!. Ademas
de las consecuencias cardiovasculares, de acuerdo con una revisibn de Malhotra y
colaboradores'4, los individuos con SAHS tienen 7 veces mas probabilidades de sufrir
accidentes de trafico y 2,2 veces mas accidentes laborales que aquellos individuos sin SAHS,
lo que se podria asociar a una pérdida considerable de afios de vida potencial. De hecho,
Phillipson en 1993 ya escribidé que, entre todas las patologias relacionadas con el suefio, el

SAHS es la més seria en términos de morbilidad y mortalidad*2.

CARDIOVASCULAR
(insuf.cardiaca, |AM,
ictus...)

<

METABOLICO
(diabetes,

dislipemia...) /\

AUMENTO DE LA

/\ MORTALIDAD

NEUROCOGNITIVO
(depresion, peor
calidad de vida...)

<

OTROS
(accidentes trafico,
¢cancer?...)

Figura 7. Adaptada de Drager et al. (Circulation 2017).
Mecanismos relacionados con el aumento de mortalidad debido al SAHS.

El SAHS es responsable de una mayor tasa de reingresos hospitalarios''®. Los principales
mecanismos a través de los cuales se ha asociado el SAHS con una mayor tasa de mortalidad
prematura son aquellos relacionados con la patologia cardiovascular, como la insuficiencia

cardiaca, el infarto agudo de miocardio fatal o el accidente cerebrovascular fatal'*é. Incluso en
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algunos estudios de cohortes, se ha descrito que la asociacion entre SAHS y mortalidad podria

ser independiente de la obesidad''”.

Ademas, se ha planteado que el tratamiento del SAHS con CPAP, ademéas de mejorar la
calidad de vida y las comorbilidades, también podria reducir la mortalidad?, especialmente por
causas cardiovasculares''8119. Por ejemplo, en una cohorte de pacientes con insuficiencia
cardiaca, se descubri6 que el cribado y tratamiento del SAHS (si procedia) mejoraba
considerablemente la mortalidad frente a aquellos en los que directamente no se estudiaba'2°.
Por todo ello, se estan realizando actualmente varios ensayos clinicos aleatorizados y asi poder
valorar la utilidad del tratamiento con CPAP en la prevencion secundaria de eventos

cardiovasculares.
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2.3. EL SINDROME CORONARIO AGUDO

El sindrome coronario agudo es una de las principales causas de muerte y discapacidad en
todo el mundo. En Estados Unidos, a pesar de que la incidencia de muertes por infarto de
miocardio va disminuyendo, siguen contabilizandose unos 550.000 nuevos casos anuales, y
200.000 episodios recurrentes®. Al ser la primera manifestacion de enfermedad coronaria, suele
utilizarse como indicador de uno de los principales problemas sanitarios en todos los paises, y
es una de las principales variables incluidas en multitud de ensayos clinicos y estudios

observacionales.

2.3.1. Definicion y clasificaciones

El término sindrome coronario agudo hace referencia a un conjunto muy diverso de eventos
gue conduce a la falta de oxigeno del musculo cardiaco (isquemia miocardica) y al consecuente
dano cardiaco''. Cuando se habla de infarto agudo de miocardio (IAM), deben distinguirse 3
condiciones diferentes en funcibn de las caracteristicas del segmento ST del

electrocardiograma (ECG):

¢ Infarto de miocardio con elevacion del segmento ST (STEMI, ST-elevation myocardial
infarction), en el que se observa una obstruccion completa de la arteria coronaria y
necrosis miocardica.

e Infarto de miocardio sin elevacién del segmento ST (NSTEMI, non-ST-elevation
myocardial infarction), en el que se observa una obstruccion parcial de la arteria
coronaria y necrosis miocardica.

e Angina inestable, en la que hay una obstruccién parcial de la arteria y todavia no ha

ocurrido la necrosis del miocardio.

Atendiendo a la causa desencadenante, el infarto puede subclasificarse en 6 tipos'??: infarto

espontaneo debido a aterotrombosis coronaria (tipo 1), debido a un desequilibrio entre aporte
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y demanda no debido a aterotrombosis (tipo 2), muerte cardiaca (sin oportunidad de realizar
ECG o cuantificar biomarcadores) (tipo 3), infarto relacionado con una intervencién coronaria
percutanea (tipo 4a), infarto debido a la trombosis de un stent coronario (tipo 4b) e infarto

debido a la colocacion de un bypass coronario-arterial (tipo 5).

De acuerdo con la tercera definicion universal del infarto agudo de miocardio'3, del afio 2012,
este término deberia utilizarse Unicamente cuando exista evidencia de necrosis miocardica

consistente con isquemia.

Cuando se valoran las diferencias por géneros, varios estudios han demostrado que las
mujeres que presentan un sindrome coronario agudo suelen ser mayores y con mayor
presencia de comorbilidades (diabetes, hipertension, insuficiencia cardiaca congestiva...) que
los hombres'2*. De hecho, entre los mecanismos que desencadenan el infarto las mujeres
suelen presentar frecuentemente diseccion espontdnea de la arteria coronaria o
vasoespasmos, a diferencia de la rotura de la placa de ateroma vista tipicamente en los

hombres.

Los principales factores de riesgo para el infarto agudo de miocardio son edad, género, perfil
lipidico, tension arterial, diabetes mellitus, habito tabaquico y etnia'??. Segun Berry y
colaboradores’, el riesgo de padecer IAM es <5% en ausencia de factores de riesgo, mientras
que la alteracion de 2 o mas de ellos incrementa la posibilidad de padecer un IAM hasta el 50%

en hombres y el 31% en mujeres.

Junto con los factores de riesgo comunes, las mujeres presentan ademas factores de riesgo
especificos como la menopausia o la terapia anticonceptiva oral (asociada a las altas dosis de

estrégenos).
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2.3.2. Fisiopatologia y diagnéstico del infarto agudo de miocardio

El infarto de miocardio se debe a la muerte de las células del masculo cardiaco (miocardiocitos)
debido a una isquemia prolongada'?3. El contenido intracelular de estas células puede ser
vertido al torrente circulatorio, de forma que el dafio miocardico se puede detectar facilmente
mediante la cuantificacibn de moléculas (biomarcadores) especificos, como pueden ser la
fraccibn MB de la creatina kinasa o las troponinas T e |. Estas Gltimas son componentes del
mecanismo de contraccidn de los miocardiocitos y estan actualmente considerados los mejores
biomarcadores para el estudio del dafio miocardico, debido a su elevada especificidad tisular y
sensibilidad diagnostica'?. Ademas de la necrosis que ocurre durante el IAM, hay otras
multiples situaciones clinicas que estan asociadas a dafio miocardico no isquémico,
normalmente con extensiones necréticas mucho mas limitadas. Estas situaciones incluyen la
insuficiencia cardiaca o renal, miocarditis, arritmias, shock séptico, hemorragia intracreaneal y

tromboembolismo pulmonar, entre otros.

Asimismo, la liberacién de las isoformas cardioespecificas de troponina es posible, no solo
debido al infarto, sino también a otros mecanismos fisiol6gicos, como puede ser el recambio
normal de los miocardiocitos, la apoptosis o el aumento de la permeabilidad de la membrana

celular'#7,

Las condiciones que permiten establecer un diagnéstico de IAM estan basadas en la deteccion
de un incremento y/o disminucion en la concentracion plasmatica de biomarcadores cardiacos
(por ejemplo, la troponina T o 1), siempre con algun valor por encima del percentil 99 de la
poblacién de referencia, junto con una elevada probabilidad pre-test, que puede ser reflejada
mediante sintomas de isquemia, hallazgo de ondas Q patologicas en el ECG, estudios de
imagen compatibles o bien la deteccién de un trombo intracoronario mediante angiografia o
autopsia’?®129, Los sintomas de isquemia son inespecificos y los pacientes suelen presentar
combinaciones de dolor toracico, malestar de las extremidades superiores, dolor mandibular o
epigastrico, asi como disnea o fatiga, y suelen ir acompafados de diaforesis, nduseas o

sincope.
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No obstante, la presentacion de los sintomas es diferente entre mujeres y hombres. Las
primeras suelen presentar mas frecuentemente sintomas atipicos (p.ej. nauseas, molestias en
la parte superior de la espalda, cuello y mandibula), y al contrario menor dolor toracico que en

el género masculino3°,

La determinacion seriada de troponina en muestras de sangre periférica es el método de
eleccion para la distincion entre infarto de miocardio de otras entidades como la angina
inestable. La aparicion de nuevos ensayos altamente sensibles de troponina (hsTn, high-
sensitivity cardiac troponin I/T assays) permitidé centrarse en el estudio del patron de cambio de
los niveles plasmaticos de troponina y no solamente en el valor absoluto de concentracion,
aumentando asi la sensibilidad y especificidad diagnésticas para el IAM y reducir el tiempo
necesario para el diagnéstico hasta 1-2 horas'8. No obstante, la diferente cinética de liberacién
de troponina T comparado con troponina | hace que estos dos biomarcadores no sean

intercambiables a la hora de hacer un seguimiento de la evolucién tras el dafio isquémico3'.132,

2.3.3. Estrategias terapéuticas

El manejo inicial de un paciente con diagnéstico de sindrome coronario agudo incluye la
limitacion de la actividad fisica (reposo en cama), con monitorizacidén electrocardiogréafica
continua y la administracion de terapia antitrombdética. La gravedad de los sintomas que
presente el paciente y el riesgo de muerte cardiovascular van a guiar el tratamiento

complementario'2.
La farmacoterapia en el manejo inicial del IAM presenta tres vertientes'2s:

e Compensacion del desequilibrio entre aporte y demanda miocardica. Comprende la
administracién de oxigeno (recomendada Unicamente en pacientes con hipoxemia o
insuficiencia respiratoria), nitratos (nitroglicerina sublingual, para aliviar las molestias de

la isquemia), analgésicos (morfina, para dolor persistente), beta-bloqueantes (solo si el
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paciente no presenta factores de riesgo de shock cardiogénico) o bloqueantes de los
canales de calcio si los beta-bloqueantes no son efectivos o estan contraindicados.
Destruccién del trombo coronario y prevencién de trombogénesis futura: mediante
terapia antiplaquetar (aspirina y un inhibidor del receptor P2Y12 orales) y
anticoagulante.

Prevencidn de la progresion de la enfermedad: terapia con estatinas para el manejo de
la dislipemia e inhibidores de la enzima conversora de la angiotensina (en pacientes
con fraccion de eyeccion ventricular izquierda disminuida, hipertension, diabetes

mellitus o enfermedad renal cronica estable).

Tras la intervencién inicial, los objetivos terapéuticos son diferentes en funcién de la presencia

o0 ausencia de elevacion del segmento ST en el electrocardiograma.

STEMI. La principal finalidad es la reperfusion urgente del miocardio en situacion de
isquemia. La reperfusion coronaria se consigue mediante fibrinolisis intravenosa o bien
con una intervencién coronaria percutanea primaria (ICP, angioplastia o colocaciéon de
un stent), siendo la Gltima la estrategia mas recomendada para individuos con aparicion
de los sintomas inferior a 12h, por presentar menores tasas de reinfarto, de hemorragia
intracraneal o de muerte prematura’2. No obstante, si la ICP va a demorarse o el
hospital no cuenta con tales instalaciones, se aconseja iniciar terapia fibrinolitica
seguida de un traslado del paciente a un hospital con posibilidad de realizar ICP.

NSTEMI. En estos casos, el paciente es dirigido bien a una terapia invasiva (la mayoria
de pacientes) o bien a una terapia guiada por isquemia. La segunda suele aplicarse a
personas con bajo riesgo de isquemia recurrente y a aquellos que estan en hospitales

sin servicios intervencionales.
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2.3.4. Gravedad y prondstico del infarto agudo de miocardio

Las complicaciones tanto a corto como a largo plazo derivadas del 1AM han disminuido
considerablemente en los Gltimos anos gracias a una deteccion mas precoz y a la mejora de
las opciones terapéuticas. Sin embargo, éstas siguen siendo una de las principales causas de

muerte a nivel global’34,

Ademas de los marcadores universales de riesgo, como la edad avanzada, diabetes,
enfermedad renal y otras comorbilidades, la gravedad de un IAM depende principalmente de
las caracteristicas intrinsecas del evento'5, y también se ve influenciada por el tiempo entre la

aparicion de los sintomas y la admision en el centro hospitalarios6.

Se pueden utilizar varios indicadores para evaluar la gravedad de un infarto agudo de
miocardio. Entre ellas, destacan la presentacion clinica, la clasificacién Killip-Kimball,
marcadores electrocardiograficos (elevaciones del segmento ST, presencia de ondas Q) y

concentraciones de marcadores bioquimicos38.

La clasificacion Killip-Kimball'$?, o simplemente Killip, se trata de una estratificacién de la
gravedad del sindrome coronario agudo en el momento del ingreso, y permite establecer un
pronostico de su evolucién, relacionandolo con la probabilidad de muerte a los 30 primeros

dias. Esta escala hemodinamica clasifica a los pacientes en cuatro clases:

Killip I: Pacientes sin signos ni sintomas de insuficiencia cardiaca.

e Killip Il: Pacientes con estertores o crepitantes humedos, tercer ruido cardiaco o
hipertensién venosa yugular.

e Killip lll: Pacientes con edema agudo de pulmén.

e Killip IV: Shock cardiogénico. Pacientes con hipotensién arterial (sistolica <90 mmHg)

en ausencia de hipovolemia.

En los casos de IAM no complicados, se ha podido llegar a estancias hospitalarias de tan solo

3 dias. Durante los dias de ingreso se va aumentando paulatinamente la actividad fisica del

JM. Bauga Rosselld 64



paciente, debidamente monitorizada, se va proporcionando educacion en temas de dieta y

habitos de vida y se cambia el tratamiento farmacolégico a farmacos administrados por via oral.

Antes del alta hospitalaria se realizan los examenes funcionales que permiten valorar el
pronéstico a corto plazo del evento coronario'??128. Entre ellos, destaca la ecocardiografia para
la evaluacion de la funcionalidad del ventriculo izquierdo y, en pacientes seleccionados,
también una prueba de esfuerzo. De hecho, la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo
(LVEF, left ventricular ejection fraction) es decisiva a la hora de seleccionar la estrategia

terapéutica a seguir, tal como indican las guias europeas y americanas?28.135,

2.3.5. Complicaciones y comorbilidades del infarto agudo de miocardio

La mayoria de las complicaciones aparecen durante los primeros dias tras el infarto, incluso
durante el periodo de estancia hospitalaria. Las principales comorbilidades se dividen en

trastornos del ritmo cardiaco, insuficiencia mecanica y otras complicaciones.

2.3.5.1. Trastornos del ritmo cardiaco

Las arritmias cardiacas pueden ser de distinta intensidad y forma. El mayor peligro de las
arritmias radica en su capacidad para provocar taquicardia, fibrilacion ventricular, la fibrilacion

atrial o bradicardias.

2.3.5.2. Trastornos mecanicos

En funcion de la extension del infarto, el miocardio puede perder su funciéon contractil y no
bombear el volumen de sangre suficiente para las necesidades del organismo. Asi, de todas
las complicaciones relacionadas con el IAM, la insuficiencia cardiaca es la mas frecuente y la

principal causa de muerte intrahospitalaria relacionada con IAM, que puede estar presente en
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el momento de la admisién o bien desarrollarse durante la estancia hospitalaria'®. Un estudio
en Noruega reveldé que este hecho ocurria hasta en un 17% de pacientes sin historia de

insuficiencia cardiaca previa's°.

La forma mas grave de presentacion de la insuficiencia cardiaca después de un IAM es el shock
cardiogénico, y se ha visto que la Unica estrategia para recudir la mortalidad de los pacientes

con shock cardiogénico es una revascularizacion precoz.

2.3.5.3. Otras complicaciones

Aunque en menor frecuencia, como consecuencia de un infarto agudo de miocardio también
puede aparecer rotura cardiaca, aneurisma ventricular, pericarditis o tromboembolismo

pulmonar.

2.3.5.4. Consecuencias a largo plazo

Ademas de las anteriores repercusiones clinicas en los dias siguientes al evento coronario, la
posibilidad de recurrencia del infarto (reinfarto) es considerablemente elevada. La evolucién a
largo plazo de los pacientes depende principalmente de la gravedad de lesién coronaria, la

capacidad funcional del ventriculo cardiaco y la presencia de arritmias graves.

Asi, uno de los principales objetivos en el seguimiento de los pacientes tras un evento coronario
agudo es la prevenciéon de nuevos episodios, de forma que se debera calcular individualmente
el riesgo de recurrencia para cada paciente y establecer estrategias terapéuticas y de
prevencion secundaria adecuadas. Este estudio individual puede realizarse, por ejemplo,
mediante una prueba de esfuerzo (ergometria) o bien mediante un cateterismo en aquellos

pacientes con signos de peor pronéstico.
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2.3.6. Infarto agudo de miocardio y sindrome de apneas del suefio

El SAHS es muy prevalente en individuos con arritmias, hipertensién, ictus o insuficiencia
cardiaca'0'4!, No obstante, se ha visto que existe un infradiagnéstico de este sindrome en
pacientes con enfermedad cardiovascular'#?, y este aspecto es de alta relevancia dado que las
patologias respiratorias del suefio podrian incrementar todavia mas la incidencia de eventos
coronarios o cerebrovasculares®0.143.144_ E| riesgo de eventos cardiovasculares podria disminuir
con el tratamiento dirigido a la patologia respiratoria (CPAP). Ademas, se cree que los

pacientes con enfermedad cardiovascular y SAHS grave sin tratar tienen peor prondstico''®.

En un estudio con 798 pacientes de la Mayo Clinic (Minnessota, EEUU) se vio que existia una
falta de conciencia y reconocimiento de SAHS durante el tratamiento del infarto agudo de
miocardio'*3. De acuerdo con estos resultados, se deduce que probablemente la prevalencia
de SAHS en la poblacibn con IAM vy, por extensidn, en la poblaciébn general, es

significativamente mayor que la esperada.

Asi, a pesar de la creciente concienciacion de la sociedad en esta patologia, son necesarios
ensayos clinicos con un elevado numero de individuos para mejorar el conocimiento de la
relaciéon entre el sindrome coronario agudo y el SAHS, asi como para saber si debe incluirse el
tratamiento con CPAP en las guias clinicas para pacientes tras un evento coronario para

mejorar su pronostico y reducir el riesgo de futuros episodios.

Con tal finalidad, en los ultimos anos se han propuesto dos grandes estudios a nivel

internacional:

2.3.6.1. El ensayo clinico SAVE

El ensayo clinico SAVE (Sleep Apnea CardioVascular Endpoints Study) es un estudio de
investigacion multicéntrico, aleatorizado y controlado que empez6 en 2008, y cuya finalidad es

determinar los efectos del uso de la CPAP en la prevencion de enfermedades cardiovasculares
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(eventos cardioacos y accidentes cerebrovasculares) en pacientes de alto riesgo con SAHS

moderado-grave.

2.3.6.1.1. Metodologia del estudio SAVE

Se involucraron a mas de 2700 pacientes de siete paises. Los participantes eran hombres o
mujeres entre 45 y 75 afios de cualquier etnia con antecedentes de enfermedad coronaria
(infarto de miocardio, angina de pecho estable o inestable, angioplastia percutanea
multivascular, cirugia de revascularizacién coronaria) o cerebrovascular (ictus o accidente
isquémico transitorio), y diagnosticados de SAHS moderado-grave. El punto de corte para el
diagnostico de SAHS moderado-grave fue un indice de desaturaciéon de oxigeno =12 h',
entendido como el numero de veces por hora que el registro de la oximetria mostraba

disminuciones =4 puntos respecto del nivel basal.

Los participantes se dividieron aleatoriamente en las dos ramas del estudio: cuidado estandar
de los factores de riesgo cardiovascular solamente, o bien CPAP y cuidado estandar. Los
principales endpoints incluian muerte por causa cardiovascular, infarto agudo de miocardio no
fatal, ictus no fatal, insuficiencia cardiaca y nuevo ingreso por angina inestable o accidente

isquémico transitorio.

2.3.6.1.2. Resultados del estudio SAVE

Tal como se describe en su pagina web, www.savetrial.org, el estudio SAVE finaliz6 en
diciembre de 2015 y concluyé que la terapia con CPAP no reduce el riesgo de padecer
accidentes cerebrovasculares recurrentes ni ataques cardiacos en personas con enfermedad
cardiovascular.

No obstante, dado que los participantes que siguieron el tratamiento cada noche durante un
minimo de 3 horas notaron mejoras significativas en su calidad de vida y su funcionamiento

diario (incluyendo una reduccion en sus ronquidos o la mejora del estado de animo), se dedujo
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que la CPAP es capaz de mejorar la vida de personas con enfermedad cardiovascular con

trastornos respiratorios del suefio.

2.3.6.1.3. Limitaciones y desafios del estudio SAVE

La principal limitacion del SAVE radica en la adherencia al tratamiento con CPAP, ya que el
cumplimiento medio fueron solamente 3,3 h, de forma que la gran mayoria de pacientes

permanecieron mas de la mitad de la noche sin tratamiento.

Ademas, el estudio SAVE no estaba disefiado para la prevencién primaria, sino a la prevencion
secundaria, asi que no se deberian extrapolar sus conclusiones. Se hipotetiza que existe la
posibilidad de que la enfermedad vascular ya presente en los individuos pueda haber
minimizado el efecto positivo de la CPAP'5, y que los pacientes que han sobrevivido al
sindrome coronario agudo ya tengan o hayan desarrollado mecanismos compensadores para

ser mas resistentes al dano.

Otra de las principales observaciones del estudio SAVE fue que se mejoraba la calidad de vida

de los pacientes y que disminuy6 el absentismo laboral relacionado con la enfermedad.

2.3.6.2. El ensayo clinico ISAACC

El ensayo clinico ISAACC (Impact of Sleep Apnea Syndrome in the Evolution of Acute Coronary
Syndrome. Effect of Intervention with Continuous Airway Pressure) se registr6 en la web

https://clinicaltrials.gov con el codigo NCT0133508746. El investigador principal es el Dr. Ferran

Barbé, del Hospital Universitari Arnau de Vilanova, IRB Lleida, e involucra a 15 hospitales de

nuestro pais.

Se trata de un ensayo clinico multicéntrico, controlado, aleatorizado, prospectivo, paralelo y

abierto que empezd en junio de 2011.
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2.3.6.2.1. Introduccion a ISAACC

Se estima que la prevalencia de SAHS en pacientes con SCA es mayor que en el resto de
poblacién, pero la evaluacidén de enfermedades respiratorias no esta contemplada en ninguna
guia clinica. No obstante, las alteraciones presentes en individuos con SAHS podrian tener un
efecto claramente deletéreo en la evolucién de un paciente que ha sufrido un SCA, ademas de

un peor prondstico y mayor riesgo de mortalidad.

2.3.6.2.2. Objetivos de ISAACC

El principal objetivo de este ensayo clinico es determinar si el tratamiento con presion positiva
continua (CPAP) en pacientes con SCA y SAHS reduce la tasa de eventos cardiovasculares

tras un primer sindrome coronario agudo.

Los objetivos secundarios son determinar la prevalencia de SAHS en pacientes que han sufrido
un evento coronario agudo, identificar biomarcadores de riesgo relacionados con las
complicaciones cardiovasculares, establecer la relacion entre la adherencia al tratamiento con
CPAP vy la incidencia de futuros eventos y realizar un estudio de coste-efectividad para el

diagnéstico y tratamiento en esta cohorte.

2.3.6.2.3. Metodologia de ISAACC

Este estudio reclutd pacientes que habian sido ingresados en las unidades de cuidados
intensivos (UCI) de los centros participantes por haber presentado un sindrome coronario
agudo. Se realizé un estudio de suefio (poligrafia) a todos los individuos, de acuerdo con las

guias espafolas'’.

Los criterios de inclusion y exclusion estan detallados en un trabajo publicado en la revista
Clinical Cardiology'*¢, y se consider6 un punto de corte de IAH de 15 h! para establecer el

diagnostico de SAHS.
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Se registraron variables sociodemograficas y antropométricas de todos los participantes, asi

como aquellas relacionadas con la calidad de vida y el grado de somnolencia diurna.
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2.4. BIOMARCADORES

2.4.1. Introduccion

2.4.1.1. Definicion de biomarcador

Segun la definicion propuesta en 1998 por el National Institutes of Health Biomarkers Definitions
Working Group, un biomarcador o marcador biolégico es “una caracteristica que es medida y
evaluada objetivamente como indicador de un proceso biol6gico normal, un proceso patologico
o la respuesta farmacol6gica a una intervencion terapéutica”'8. Por otra parte, la Organizacién
Mundial de la Salud, en colaboracion con la Organizacién de las Naciones Unidas y la
Organizacioén Internacional de Laboratorios lo definieron como “cualquier sustancia, estructura
0 proceso que puede ser medido en el cuerpo o0 en sus productos y que influye o predice la
incidencia o resultado de una enfermedad”'4. Asi, se deduce que los biomarcadores incluyen
desde el pulso o la presion arterial hasta pequefas moléculas cuantificadas en fluidos

biol6gicos o tejidos'0.

Los signos clinicos (valoraciones objetivas del estado médico de un individuo vistos desde
fuera) llevan utilizandose como biomarcadores desde hace siglos, pero los nuevos “marcadores
bioquimicos” o “biomarcadores de laboratorio” no se incorporaron en la practica clinica o la
investigacion hasta mitades del siglo XX, e incluso muchos estan todavia en proceso de
desarrollo y evaluacién. Siendo un campo de investigacion en crecimiento exponencial, se
puede decir que actualmente los marcadores bioquimicos forman uno de los pilares esenciales
de la asistencia médica en todo el mundo, y su presencia como endpoints de multitud de

ensayos clinicos esta ya totalmente aceptada'°.

De forma mas aplicada en Bioquimica Clinica, se podria entender que un biomarcador es
cualquier molécula que puede representar una funcién biolégica y resulta Gtil para el cribado,
diagnéstico, pronostico, monitorizacién de respuesta terapéutica y la prediccidon del riesgo de

situaciones clinicas especificas. Es una caracteristica objetiva y cuantificable de un bioproceso,
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y puede servir la deteccion de su presencia, la medicion de su concentracion, de su actividad

o bien del efecto que produce sobre algin otro componente del organismo.

El biomarcador éptimo deberia cumplir los siguientes criterios's!.152;
e Estar implicado en la principal via fisiopatolégica de la enfermedad.
e Ser accesible en términos de coste y disponibilidad.
e Ser facilmente medible con la instrumentacion disponible, de forma reproducible y
fiable.
e Proporcionar nueva informacioén de la enfermedad, o bien informacién afadida respecto
al resto de biomarcadores conocidos.
e Mostrar un comportamiento dosis-respuesta, en relacion a la extensidén o gravedad de
la enfermedad o a la progresion de esta con el tratamiento.
e Ser sensible para la enfermedad, lo que es especialmente relevante para posibles
estrategias de cribado o de diagnéstico.
e Ser especifica de la enfermedad. Que su presencia o elevacion no puedan ser debidas
a fenémenos fisiopatoldgicos distintos de la propia enfermedad.
A la practica, un biomarcador que cumpla todos los criterios anteriormente mencionados es
muy dificil de encontrar. Para su aplicabilidad en la practica asistencial, asi como en los
ensayos clinicos, a un biomarcador se le exige relevancia (informatividad y utilidad) y validez
(veracidad). De hecho, de Lemos y Morrow sugirieron tres criterios fundamentales para la
evaluacion de nuevos biomarcadores: ¢ se puede medir?, ;afiade nueva informacion [respecto

a los biomarcadores actuales]?, sayuda al clinico en el manejo de los pacientes?'%.

2.4.1.2. Estructura y clasificacion

Estructuralmente, la mayoria de biomarcadores utilizados en la actualidad son proteinas,
péptidos o pequefios metabolitos. La mayor limitacién de las estrategias basadas en DNA o
RNA radica en que la gran mayoria de enfermedades no tiene una base genética sola que

permita estudiarla de forma fiable y, ademas, la predisposicion genética a una enfermedad no
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es suficiente generalmente para identificar los procesos y mecanismos por los cuales esta

opera's4.

La busqueda y cuantificacién de biomarcadores suele realizarse en fluidos biologicos, sobre
todo sangre (suero o plasma), por sus claras ventajas frente al resto de fluidos'®,
principalmente relacionadas con la facilidad de obtencion de muestras y por ser el principal
transportador de nutrientes, iones y otros mediadores (hormonas, neurotransmisores,

enzimas...), asi como de productos del metabolismo de todos los tejidos.

Por su origen, se podrian dividir los biomarcadores entre dos grupos: biomarcadores de dafio
y biomarcadores de funcién. El primer grupo de biomarcadores representa todos aquellos que
se encuentran confinados en uno o unos pocos tejidos, donde realizan su funcion bioldgica. Su
presencia en sangre en ausencia de lesidn es despreciable, y las trazas que se encuentran
responden al recambio celular o apoptosis. Cuando tiene lugar una lesién o necrosis del tejido,
estas moléculas pasan al espacio intersticial y posteriormente son vertidas al torrente
sanguineo, con una velocidad que depende de su peso molecular y localizacidén en la célula.
Asi, las proteinas de mayor tamafio o ancladas a la membrana tardan mas en alcanzar niveles
detectables en sangre que los pequefios metabolitos disueltos en el citosol. Y, para un buen
biomarcador, la extension de la lesion correlaciona con la concentracion o actividad posterior
del biomarcador en sangre. Como ejemplos caracteristicos encontramos las isoformas T o | de
la troponina, especificas de miocardio, que Unicamente son liberadas en sangre (y en
consecuencia medibles) en condiciones de dafio cardiaco, la alanina aminotransferasa (ALT)
como enzima presente en el citoplasma de los hepatocitos o bien la lipocalina asociada a la

gelatinasa de neutréfilos (NGAL) como biomarcador de lesion tubular renal.

Los biomarcadores de funcion son aquellos cuya presencia en el torrente circulatorio no se
debe a ninguna lesion o necrosis, sino que su concentracion solamente refleja las necesidades
y procesos metabodlicos del organismo o de los diferentes tejidos. Siendo estructuralmente
mucho mas heterogéneos y mas numerosos, encontramos en este grupo todos los glucidos,
lipidos, iones y hormonas, ademas de intermediarios metabdlicos como las acilcarnitinas, cuyo

aumento de concentracion en sangre refleja un problema en el transporte 0 metabolismo
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mitocondrial de los &cidos grasos, o el 21-desoxicortisol, cuya elevacion indica un error en su

ruta catabolica.

Se han hecho —y se estan haciendo- multiples esfuerzos para encontrar biomarcadores mas
precoces para el estudio de enfermedades, méas baratos y faciles de medir, mas sensibles y
especificos y con mayores poderes de prediccion®s. Actualmente se dispone de biomarcadores
conocidos y con gran utilidad para practicamente todas las situaciones clinicas. De manera
paralela al campo de la oncologia, los biomarcadores relacionados con enfermedades
cardiovasculares han ganado una enorme relevancia en el ambito asistencial por la gran
morbilidad y mortalidad de estas enfermedades, de forma que cada vez se dispone de mas

biomarcadores para poder entender mejor los mecanismos moleculares de estas patologias.

De acuerdo con los mecanismos fisiopatologicos implicados en el SAHS, se han estudiado
multiples biomarcadores que reflejan la complejidad de la patologia. No obstante, en este

trabajo se clasificaran en cuatro grupos (Figura 8):
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P—
Muerte celular e ngiogénesis

Hemodinamicos

<

Disfuncion
endotelial

Figura 8. Clasificacién de biomarcadores asociados con SAHS.
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2.4.2. Biomarcadores metabolicos y de riesgo cardiovascular

Aunque la edad y el género son factores de riesgo cardiovascular muy bien conocidos y
aceptados, algunos marcadores bioquimicos tienen el potencial de aumentar la estratificacion

del riesgo tanto en las estrategias de cribado, de diagnostico como de prondstico'%e.

Las isoformas T e | de la troponina son considerados el gold estandar para el diagnéstico y
para el seguimiento del infarto agudo de miocardio'?8133 pero el pilar fundamental en el caso
de la enfermedad cardiovascular es la prevencion y la identificacién de individuos de riesgo. La
escala mas utilizada para este estudio es la Framingham Risk Score, que incluye el género,
edad, colesterol total, tension arterial, diabetes y habito tabaquico. La deteccion de limitaciones
de esta escala dieron pie a la aparicion de otras, como la Reynolds Risk Score, que incluye la

proteina C-reactiva en mujeres's”.

Los marcadores metabdlicos mas conocidos y utilizados de riesgo cardiovascular son el
colesterol y sus diferentes fracciones, por su omnipresencia en los laboratorios clinicos
alrededor del mundo y por su facilidad de analisis. Por ello, las moléculas relacionadas con el
metabolismo de los lipidos también podrian ser utiles en el estudio de la enfermedad
cardiovascular, incluyendo las apoproteinas que viajan en el torrente sanguineo como parte
integral de las lipoproteinas (p.ej. apolipoproteina A1, apolipoproteina B100, apolipoproteina
B48...), los acidos grasos libres, las diferentes isoformas de proteinas enlazantes de lipidos

con funciones de transporte, incluso los productos resultantes del metabolismo de estos!58-161,

De manera paralela al metabolismo de los lipidos y como se ha detallado anteriormente, el
metabolismo glucidico esta directamente relacionado con el riesgo de patologia cardiovascular.
Por eso, la glucemia en ayunas, la concentracién de insulina o la glucosilacién de proteinas se
podrian utilizar en los algoritmos de estratificacién del riesgo. Se sabe que el SAHS, ademas
de ser un factor independiente de riesgo cardiovascular, esta relacionado con varios
componentes del sindrome metabdlico, particularmente la resistencia a la insulina y las

alteraciones en el metabolismo lipidico'62163, De hecho, existen multiples estudios que
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relacionan la intolerancia a la glucosa con la apnea obstructiva del suefio'4-166. En algunos
estudios se ha relacionado la resistencia a la insulina o los aumentos de glucemia basal con
algunos de los sintomas del SAHS, especialmente con la somnolencia diurna'®’, lo que puede
ser Util a la hora de establecer estrategias terapéuticas'6816, Ademas, estas alteraciones en
el metabolismo de los azlcares descritas en los pacientes con SAHS los predisponen al
desarrollo de diabetes mellitus tipo 2, y se ha visto que muchos pacientes con diabetes

presentan también SAHS65.170,

Segun la revision de De Luca Canto y colaboradores, se definié el perfil lipidico junto con la
insulina como unos de los pocos biomarcadores con potencial diagnéstico para el SAHS, con
una evidencia basada en estudios con limitaciones menores'”'.'72. De hecho, la falta de
ensayos longitudinales y con intervencién limita poder establecer una causalidad entre el SAHS

y las alteraciones en el metabolismo glucidico'€2.

Los biomarcadores relacionados con el estrés oxidativo también juegan un papel relevante en
la evaluacién de la disfuncion metabdlica y el riesgo cardiovascularé 84, La hipoxia intermitente
qgue se produce en los individuos con SAHS esta conectada directamente con un incremento
en las especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno'”3, asi como a los resultados de estas,
como son la hidroxilacion, oxidacion y peroxidaciéon de lipidos y proteinas, o al aumento en la
sintesis y liberacién de enzimas para neutralizarlas, como son la catalasa, xantina oxidasa,
mieloperoxidasa o superoxido dismutasa, o incluso la gamma glutamiltransferasa, implicada en

el metabolismo del glutation74175.

Asi, la cuantificacion de algunas de estas enzimas podria ser Util como biomarcador indirecto
del estado oxidativo (balance prooxidante/antioxidante) del organismo. De hecho, se han
estudiado multitud de biomarcadores relacionados con la modificacion de lipidos y proteinas
en el contexto del SAHS, como los isoprostanos, resultantes de la peroxidacién de acidos

g rasos1 76,1 77_
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2.4.3. Biomarcadores de muerte celular

La muerte celular es el fenbmeno por el cual una célula deja de ejercer sus funciones
biol6gicas. Hay varios tipos de muerte celular, y de forma sencilla se podrian dividir entre la
muerte celular programada, en la que las células senescentes, innecesarias o inviables son
reemplazadas por otras, 0 bien la muerte no programada, principalmente debida a factores
externos como lesién, infeccion, radiacidn, toxinas, temperaturas extremas o falta de aporte de

nutrientes.

La muerte celular programada y dirigida (apoptosis o autofagia) estda mediada y activada por
factores intracelulares y se considera una ventaja adaptativa al medio. En este fenédmeno
homeostatico ocurren una serie de cambios morfoldégicos y bioquimicos perfectamente
ordenados que culminan con la degradacién de proteinas y acidos nucleicos y descomposicién

de la membrana plasmatica para dar lugar a los cuerpos apoptoticos.

En contraposicion, la necrosis supone un estado irreversible en el que tiene lugar una
desnaturalizacién y degradacion de proteinas por accion de lisosomas u otras enzimas
leucocitarias, y vertido del contenido intracelular al liquido intersticial que posteriormente
pasara a la sangre. Las moléculas que estan confinadas en el protoplasma celular (nacleo o
citoplasma), especialmente si son especificas de tejido, pueden resultar buenos biomarcadores

para evaluar la lesion o dafio de dicho tejido.

La cromatina se encuentra presente en el nacleo de todas las células del organismo, y esta
organizada mediante unidades estructurales llamadas nucleosomas que se componen por un
octamero de histonas (H2A, H2B, H3, H4), rodeado y empaquetado por la doble hebra de DNA
(146 pares de bases). Los nucleosomas adyacentes estan conectados por la misma cadena

de DNA y estabilizados mediante una histona adicional, H1.

Durante el proceso de muerte celular, especialmente la apoptosis, se activan ciertas
endonucleasas que fragmentan la cromatina por los sitios mas accesibles, dando lugar a

estructuras de mono y oligonucleosomas'’8. Estas estructuras, juntamente con DNA libre de
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doble cadena (dsDNA) se liberan a la circulacién. En condiciones fisioldgicas, son eliminadas
de manera eficiente mediante el sistema inmune o por metabolismo hepatico, de forma que
solo estan presentes en pequenas cantidades de forma circulante'7%:18, Cuando tiene lugar
una muerte celular extensa, caracteristica de enfermedades como cancer, inflamacion aguda,
infarto de miocardio o algunas patologias autoinmunes, la capacidad de eliminacién de
nucleosomas por el organismo no es suficiente y aparecen concentraciones aumentadas. Por
ello, tanto los mono/oligonucleosomas como el DNA libre fragmentado podrian ser Gtiles para

detectar una situacion de muerte celular extensa (programada o no)18'.182,

Ademas de los estudios de asociacién del dsDNA con las anteriores patologias relacionadas
con la muerte celular, también se evalu6 con el SAHS en un unico estudio, que concluy6 que
sus niveles en suero estaban aumentados en estos pacientes en comparacion con individuos
control, tras ajustar por variables de confusion'®. Sin embargo, nunca se ha evaluado la

relacion entre los niveles de nucleosomas circulantes y el SAHS.

2.4.4. Biomarcadores de inflamacion

La inflamacion es parte de la respuesta fisiol6gica protectora del organismo a agentes internos
o externos dafiinos. La principal finalidad de la inflamacién es eliminar la causa inicial de dafo
celular, asi como de tejido propio dafiado como consecuencia del proceso inflamatorio para

iniciar su reparacion.

La inflamacion aguda consiste en la activacion de la inmunidad innata que conduce a cambios
hemodinamicos, alteracién de la permeabilidad vascular, activacién endotelial y diapédesis
leucocitaria hacia el espacio intersticial y los tejidos. A nivel sistémico, se observa un cambio
drastico en las concentraciones de los reactantes de fase aguda, como la proteina C-reactiva,
la albumina, el fibrindgeno, ferritina, los amiloides A y P, la antitrombina, ademas de un

aumento de la concentracion de leucocitos en sangre.

El término inflamacion sistémica engloba no solamente la afectacién de un determinado 6rgano

o tejido sino también la participacion del endotelio vascular. Como ya se ha detallado
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anteriormente, esta estrechamente relacionada con el SAHS, y el sindrome metabdlico. De
hecho, en los procesos de aterosclerosis y arteriosclerosis tipicos de las enfermedades
cardiovasculares, existe un estado de inflamacion crénico de la pared arterial caracterizado por
la activacion de componentes celulares de células endoteliales, monocitos/macréfagos o
células del musculo liso, que participan en la lesidn aterosclerética'8+185, Esta activacion celular
implica la remodelaciébn de la matriz extracelular del subendotelio, llevada a cabo
principalmente por las metaloproteasas de la matriz (MMP, matrix metalloproteinases), cuya
actividad est4 regulada por inhibidores tisulares especificos (TIMP)'86.187 Asi, la concentracion
o la actividad de estos enzimas podrian utilizarse para estimar el grado de sintesis/destruccion

de la matriz extracelular y, por extension, de lesién vascular e inflamacion sistémica’es 189,

Desde un punto de vista estructural y de funcion biolégica, se podrian describir los siguientes

grupos de biomarcadores inflamatorios'°:

e Citoquinas y quimioquinas

e Efectores relacionados con la inmunidad

e Proteinas de fase aguda

e Prostaglandinas, ciclooxigenasas, lipoxigenasas y factores relacionados

e Factores de crecimiento y factores de transcripcion.

Los biomarcadores de inflamacion mas instaurados en la practica clinica son aquellos propios
de la fase aguda, entre los que destacan la proteina C-reactiva y la concentracion de
leucocitos®'. No obstante, existen otros biomarcadores que permiten mejorar caracterizacion
de este proceso, entre los que se encuentran la interleuquina 6 (IL-6) (un pirégeno secretado
por células endoteliales, macréfagos, fibroblastos y linfocitos T, también relacionado con la fase
aguda y con una vida media muy corta en sangre), el factor de necrosis tumoral alfa (TNFalfa),
moléculas de adhesion vasculares o intercelulares (VCAM e ICAM), las selectinas, la
interleuquina 8 (IL-8), o la familia de mas de 20 MMPs'”!, incluso el ST2 (un miembro de la
familia de receptores solubles de la interleuquina 1, con valor en hemodindmica)'®?, o el factor

de crecimiento y diferenciacion-15 (GDF-15)193,
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Dado que uno de los componentes fisiopatologicos del SAHS es la inflamacion sistémica, existe
literatura relacionando algunos de estos biomarcadores con el diagnostico de esta patologia
respiratoria del suefo'¥41%, De hecho, un metaanalisis de 2013 que engloba 51 estudios
recoge los poderes diagnésticos de 7 de estas moléculas y destaca una odds ratio superior a
2 para IL-6, ICAM y VCAM, y superior a 4 para IL-8 mientras que la PCR solamente present6

una odds ratio de 1,77 (IC 95% 1,28-2,26) para el diagnéstico de SAHS7,

2.4.5. Biomarcadores hemodinamicos y relacionados con angiogénesis

Los péptidos natriuréticos se producen en los cardiomiocitos como respuesta a un aumento de
la tension de la pared. Reciben su nombre porque reducen la reabsorcion renal de sodio
(aumentan la natriuresis), disminuyendo asi la volemia y el gasto cardiaco'®. A través de su
accion a nivel renal, suprarrenal, vascular, cardiaco y del tejido adiposo, el resultado de su
accion es la disminucion de la resistencia vascular, de la presion venosa central y la

consiguiente modificacidn de la tension arterial sist6lica’8.1%,

El péptido natriurético cerebral (BNP, brain natriuretic peptide) y su propéptido sin actividad
biol6gica pero mayor vida media en sangre, el proBNP, son sintetizados y excretados por el
ventriculo y surgieron hace unos afios como unos de los mejores indicadores de la funcion
sistélica y de la fraccidn de eyeccion del ventriculo izquierdo?®. Por ello, y con un elevado valor
predictivo negativo, son Utiles en el diagnéstico, prondstico y seguimiento de la insuficiencia
cardiaca, y tienen una creciente demanda en la practica asistencial®°’-2%3, No obstante, es
fundamental tener en cuenta las variables antropométricas en la interpretacion clinica de las
concentraciones analiticas de BNP y proBNP, ya que sus concentraciones disminuyen con el

IMC, y aumentan con la edad?200204,

Otro biomarcador hemodinamico relacionado con la disfuncion del ventriculo izquierdo y
secretado en respuesta a estrés enddgeno es la region carboxi-terminal de la provasopresina,

llamada copeptina. Ademas, aumenta en situaciones de isquemia cardiaca, ictus, sepsis,

JM. Bauga Rosselld 81



infecciones del tracto respiratorio o reflujo gastroesofagico, por lo que representa un indicador

menos especifico que los péptidos natriuréticos205.206,

La angiogénesis es otro fenébmeno fisiolégico vital que consiste en la creacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de vasos ya existentes??’. Es especialmente esencial durante el desarrollo

embrionario y el crecimiento, asi como en la curacion o cicatrizacion de heridas.

En contraposicion a la formacidbn de vasos sanguineos de novo (vasculogénesis), la
angiogénesis requiere la estimulacion de las células endoteliales de los vasos ya existentes
que sintetizardn y secretaran proteasas para degradar la matriz extracelular y permitir
escaparse de las paredes del vaso “parental”, proliferar en otra zona y conectar los vasos. Esta
estimulacion puede ser mecanica o quimica, mediante mediadores como las prostaglandinas,
las integrinas o, de manera mas relevante, los factores de crecimiento angiogénico que incluyen
el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento vascular endotelial
(VEGF), el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), la histamina o los activadores de

plasminégeno, entre otros.

Por ejemplo, el receptor 1 del VEGF, también llamado tirosina quinasa soluble similar a fms 1
(sFIt1, soluble fms-like tyrosine kinase 1) puede unirse y regular la actividad biol6gica no
solamente del VEGF sino también al factor de crecimiento placentario (PIGF), de la misma
familia, que deriva de las plaquetas y parece estar involucrada en el proceso angiogénico y de
aterosclerosis?%8209, De hecho, a través de experimentos en ratones ya se propuso que el PIGF
tenia tres funciones biol6gicas fundamentales: angiogénesis miocardica, quimiotaxis y
reclutacion de macréfagos circulantes y modulacién del desarrollo de vasos?'92!!, con lo que

podia representar un candidato excelente para el disefio de estrategias terapéuticas futuras?'2.

Dado que la expresién y secrecion de PIGF estan incrementadas en situaciones de hipoxia,
este factor de crecimiento ha sido estudiado en relacion con el SCA y la isquemia cardiaca,
demostrando un buen valor pronéstico?'3214. En relacion a la hipoxia que se produce en los
pacientes con SAHS, y la consiguiente expresion del factor inducible por hipoxia 1alfa (HIF-

1alfa), se ha visto que el VEGF si esta aumentado en pacientes con SAHS?15216, No obstante,
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no existen todavia estudios que relacionen directamente la concentracion circulante de PIGF

con el SAHS.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Los biomarcadores metabdlicos, hemodinamicos, inflamatorios y de muerte celular pueden ser

Utiles para establecer y evaluar los mecanismos fisiopatolégicos que relacionan el sindrome de

apneas-hipopneas del suefio con el sindrome coronario agudo.

Para intentar comprobar esta hip6tesis se han establecido los siguientes objetivos principales:

1.

Evaluar si el sindrome de apneas-hipopneas del suefio (SAHS) constituye una situacién de
riesgo cardiovascular que se traduce en un incremento en las concentraciones séricas de
biomarcadores de muerte celular, y si tiene impacto en el desarrollo de un sindrome

coronario agudo (SCA).

Evaluar la utilidad de biomarcadores metaboélicos, hemodinamicos e inflamatorios en la
prediccion de la gravedad de un SCA, y el grado de influencia del SAHS en su poder de

prediccion.

En pacientes que han sufrido un SCA, evaluar si los biomarcadores (individuales o

combinados) pueden ser Utiles para detectar la presencia de SAHS.
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3.1. Hipotesis del primer estudio

La presencia de apnea obstructiva del suefio afecta a la utilidad del factor de crecimiento

placentario (PIGF) en la prediccion de la gravedad de un SCA.

Los objetivos principales de este trabajo fueron:

e Valorar el impacto de la apnea obstructiva del suefio en los niveles circulantes de PIGF.
e Evaluar si los niveles circulantes de PIGF son utiles para predecir la gravedad de un

SCA en individuos con y sin apnea obstructiva del suefio.
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3.2. Hipétesis del segundo estudio

La presencia de apnea obstructiva del suefio genera una situacion de riesgo cardiovascular
aumentado, lo que se traduce en mayores concentraciones circulantes de biomarcadores
relacionados con la muerte celular. Cuando tiene lugar un SCA, la lisis celular extensiva induce

concentraciones marcadamente superiores de nucleosomas y DNA de doble cadena (dsDNA).

Los objetivos principales de este trabajo fueron:

e Comparar las concentraciones séricas de nucleosomas y de dsDNA en pacientes con
y sin SAHS.

e Comparar las concentraciones séricas de nucleosomas y de dsDNA en pacientes tras
un SCA, con y sin apnea obstructiva del suefo.

e Evaluar la posible implicacién de los biomarcadores de muerte celular en el desarrollo

de un SCA.
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3.3. Hipoétesis del tercer estudio

La presencia de apnea obstructiva del suefio afecta a la capacidad de los biomarcadores

relacionados con el riesgo cardiovascular para predecir la gravedad de un SCA.

Una combinacion de biomarcadores y variables clinicas puede ser util para detectar la apnea

obstructiva del suefio en pacientes que han sufrido un evento coronario.

Los objetivos principales de este trabajo fueron:

e Evaluar el impacto de la apnea obstructiva del suefio en la asociacién entre
biomarcadores relacionados con el riesgo cardiovascular y la gravedad de un SCA.

e Evaluar la relacion de estos biomarcadores individuales con apnea del suefio en
pacientes tras un evento coronario.

e Comprobar si la combinacion de biomarcadores y variables clinicas tiene un mayor

poder de deteccion de apnea del suefio que los parametros individuales.

JM. Bauga Rosselld 89



4. RESULTADOS Y DISCUSION
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Para el estudio de la hip6tesis y la consecucion de los objetivos planteados, se escribieron y

publicaron 3 articulos cientificos en revistas internacionales con revision a pares:

- Barcelo A, Bauca JM, Yafiez A, Fueyo L, Gomez C, de la Pefia M, et al. Impact of
Obstructive Sleep Apnea on the Levels of Placental Growth Factor (PIGF) and Their Value
for Predicting Short-Term Adverse Outcomes in Patients with Acute Coronary Syndrome.
PLoS ONE 2016 11(3):e0147686. doi:10.1371/journal.pone.0147686.

e Impact factor 2016: 2,81 (Q1)
e 5-year impact factor: 3,39

e Eigenfaktor normalizado: 220,55

- Bauca JM, Yanez A, Fueyo L, de la Pefia M, Pierola J, Sdnchez-de-la-Torre A, et al. Cell
Death Biomarkers and Obstructive Sleep Apnea: Implications in the Acute Coronary
Syndrome. Sleep 2017 1;40(5). doi: 10.1093/sleep/zsx049.

e Impact factor 2016: 4,62 (Q1)
e 5-year impact factor: 5.67

e Eigenfaktor normalizado: 2.99

- Bauca JM, Barcelo A, Fueyo L, Sanchis P, Pierola J, de la Pefia M, et al. Biomarker panel

in sleep apnea patients after a coronary event [en revisidn]
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4.1. Primer estudio

Barcelo A, Bauga JM, Yarfiez A, Fueyo L, Gomez C, de la Pefia M, et al. Impact of Obstructive
Sleep Apnea on the Levels of Placental Growth Factor (PIGF) and Their Value for Predicting
Short-Term Adverse Outcomes in Patients with Acute Coronary Syndrome. PLoS ONE 2016

11(8):e0147686. doi:10.1371/journal.pone.0147686.

4.1.1. Presentacion del primer estudio

En los individuos reclutados en el ensayo clinico ISAACC, se cuantificaron en sangre periférica
once biomarcadores diferentes relacionados con los diferentes aspectos fisiopatoldgicos del
SAHS. Un anadlisis preliminar mostr6 que, de todos ellos, el biomarcador con mayor poder para
la prediccion de complicaciones del sindrome coronario agudo (SCA) fue el factor de
crecimiento placentario (PIGF), de forma que se propuso la redaccion de un primer articulo

cientifico basado Unicamente en ese biomarcador.

El PIGF es una proteina de la familia del factor de crecimiento endotelial (VEGF) producida en
células del sistema cardiovascular y esta implicada en la reparaciéon de tejido dafiado y en la
angiogénesis. Su expresion a nivel cardiaco esta inducida por hipoxia, de forma que su
concentracion en sangre aumenta significativamente durante un infarto agudo de miocardio

(IAM).

Con este estudio se pretendia evaluar el impacto del SAHS en los niveles circulantes de PIGF
en pacientes tras un evento coronario, y determinar si estos niveles tienen valor pronéstico

diferencial en individuos con SAHS.

Para ello, se incluyeron 538 individuos tras un sindrome coronario agudo, y se les practicd un
estudio de suefio (poligrafia) durante las 72 horas después del ingreso para clasificarlos entre

SAHS (N=312) y no SAHS (N=226). Se registraron las variables antropométricas, datos
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clinicos. En una extraccion venosa de sangre la manana siguiente al IAM se midieron las
concentraciones de PIGF mediante inmunoensayo. Durante el ingreso también se evaluaron la

gravedad del IAM y su pronéstico a corto plazo.

4.1.2. Resultados y discusion del primer estudio

Se evalué el impacto del SAHS en los niveles del factor de crecimiento placentario (PIGF) en
la sangre venosa de individuos tras un sindrome coronario agudo (SCA), asi como la influencia
del SAHS en la utilidad del PIGF como biomarcador de gravedad del SCA, (mediante estudio
de la puntuacion Killip, el numero de vasos afectados y la fraccion de eyeccion) y también su

utilidad para predecir complicaciones a corto plazo tras un SCA.

En esta cohorte de pacientes tras un SCA, se observé que los individuos con SAHS eran de
mayor edad, con mayor prevalencia de hipertension y mayor indice de masa corporal (IMC)
que aquellos sin SAHS. Tras ajustar por posibles variables de confusion (edad, IMC, habito
tabaquico e hipertension) se vio que las concentraciones plasmaticas de PIGF eran mayores
en el grupo de SAHS, y que correlacionaban con el indice de apnea-hipopnea (IAH). Ademas
de su asociacion con el SAHS, los pacientes con mayores niveles de PIGF tenian un mayor

riesgo de presentar de 3 vasos dafiados 0 mas, asi como un valor de Killip superior a 1.

Nuestros resultados sugieren que, en pacientes tras un SCA, concentraciones plasmaticas
incrementadas de PIGF estan asociadas con la presencia de SAHS y con situaciones adversas
a corto plazo. Estos hallazgos sugieren que puede haber diferentes mecanismos
fisiopatologicos que afecten a la expresion y liberacion de PIGF a nivel cardiaco tras dafo

isquémico, asi como a su papel predictivo en los pacientes con OSA.

Incluso, con base en nuestros resultados, y dado que esta descrito que el PIGF esta
relacionado con la remodelacion cardiaca y con la revascularizacién y regeneracion del

miocardio, se podria plantear que los niveles incrementados de PIGF que se han visto en los
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individuos con SAHS podria implicar una mejora a largo plazo para la funcion cardiaca de estos

pacientes tras el evento coronario.
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Abstract

Background

Placental growth factor (PIGF) induces angiogenesis and promotes tissue repair, and
plasma PIGF levels change markedly during acute myocardial infarction (AMI). Currently,
the impact of obstructive sleep apnea (OSA) in patients with AMI is a subject of debate. Our
objective was to evaluate the relationships between PIGF levels and both the severity of
acute coronary syndrome (ACS) and short-term outcomes after ACS in patients with and
without OSA.

Methods

A total of 538 consecutive patients (312 OSA patients and 226 controls) admitted for ACS
were included in this study. All patients underwent polygraphy in the first 72 hours after hos-
pital admission. The severity of disease and short-term prognoses were evaluated during
the hospitalization period. Plasma PIGF levels were measured using an electrochemilumi-
nescence immunoassay.

Results

Patients with OSA were significantly older and more frequently hypertensive and had higher
BMls than those without OSA. After adjusting for age, smoking status, BMI and
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Abbreviations: ACS, Acute coronary syndrome;
AHI, Apnea-hypopnea index; CPAP, Continuous
positive airway pressure; AMI, Acute myocardial
infarction; ESS, Epworth sleepiness scale; BMI, Body
mass index; CU, Coronary unit; CV, Cardiovascular;
ODI, Oxygen desaturation index; OSA, Obstructive
sleep apnea; MI, Myocardial infarction; PIGF,
Placental growth factor; Sa02, Oxygen saturation;
OR, odds ratio; STEMI, ST segment elevation
myocardial infarction; VEGF, Vascular endothelial
growth factor.

hypertension, PIGF levels were significantly elevated in patients with OSA compared with
patients without OSA (19.9 pg/mL, interquartile range: 16.6—24.5 pg/mL; 18.5 pg/mL, inter-
quartile range: 14.7—22.7 pg/mL; p<0.001), and a higher apnea-hypopnea index (AHI) was
associated with higher PIGF concentrations (p<0.003). Patients with higher levels of PIGF
had also an increased odds ratio for the presence of 3 or more diseased vessels and for a
Killip score>1, even after adjustment.

Conclusions

The results of this study show that in patients with ACS, elevated plasma levels of PIGF are
associated with the presence of OSA and with adverse outcomes during short-term follow-

up.

Trial Registration
ClinicalTrials.gov NCT01335087

Introduction

Recent data suggest that obstructive sleep apnea (OSA) is underdiagnosed in patients after
acute myocardial infarction (AMI) [1]. Intermittent episodes of hypoxia and arousals cause an
increase in sympathetic activity, oxidative stress, hypercoagulability and cardiac hyperexcitabil-
ity that could aggravate the severity of AMI and worsen the short-term prognosis of OSA
patients [2-4]. Nevertheless, a cardioprotective role of OSA in the context of AMI, via ischemic
preconditioning, has also been postulated [5]. Such protection would require the activation of
adaptive mechanisms, such as increased recruitment of proliferative and angiogenic endothe-
lial progenitor cells [6].

With the emergence of novel biomarkers, it may be feasible to characterize different aspects
of the pathophysiology of acute coronary syndrome (ACS) [7;8]. Placental growth factor
(PIGF), a member of the vascular endothelial growth factor family (VEGF), is expressed in cells
of the cardiovascular system and plays a predominant role in pathological angiogenesis without
affecting quiescent vessels in healthy organs [9;10]. PIGF expression increases in the damaged
human heart, and PIGF levels in blood increase after AMI [11]. Elevated PIGF levels have
emerged as an important, independent marker of short-term adverse outcomes in patients
with ACS [12]. In contrast, PIGF plasma levels in the acute phase after myocardial infarction
(MI) have been found to be positively correlated with the degree of improvement in left ven-
tricular function that occurs during the chronic phase of MJ; this finding suggests that PIGF
may be involved in repairing injured myocardial tissue [13]. Cardiac PIGF expression is
induced by hypoxia, and it has been suggested that PIGF is a stress-response factor that sup-
presses pathological remodeling in the heart by inducing angiogenesis, cardiomyocyte growth
and peripheral mobilization of mononuclear cells and bone marrow-derived stem cells towards
ischemic myocardial tissue [11]. Recent evidence demonstrates that PIGF is a crucial mediator
of adaptive cardiac remodeling after myocardial infarction, and it has been suggested that the
effects of PIGF could form the basis of a potential therapeutic strategy in the future [14].

The purpose of this study was to assess the impact of OSA on circulating PIGF levels in
patients with ACS and to determine whether PIGF levels have short-term prognostic signifi-
cance in patients with OSA compared with patients without OSA.
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Materials and Methods
Patients

The Ethics Committee of each participating center approved the study: the Comite Etic d'In-
vestigacié (Hospital Universitari Son Espases, Palma), the Comité Etico de Investigacion Clin-
ica de Euskadi (Hospital de Cruces, Bilbao), the Comité Etico de Investigacién Clinica
(Hospital Arnau de Vilanova i Santa Maria, Lleida), the Comite Etic d’Investigaci6 Clinica
(Hospital Germans Trias i Pujol, Barcelona), the Comité Etico de Investigacién Clinica (Hospi-
tal General Universitario de Guadalajara, Guadalajara), the Comité Etic d’'Investigacié Clinica
(Hospital Parc Tauli, Sabadell), the Comité Etico de Investigacion Clinica de Burgos y Soria
(Hospital General Yagiie, Burgos), and the Comite Etic d’Investigacié Clinica (Hospital Clinic,
Barcelona). All patients provided written, informed consent.

This is an ancillary study of the ISAACC Study (NCT01335087), a multicenter, open-label,
parallel, prospective, randomized, controlled trial [15]. The ISAACC study is evaluating the
effects of CPAP treatment on the incidence of new cardiovascular events in patients with an
episode of ACS and OSA. The ISAACC study includes non-sleepy patients because it is unethi-
cal to fail to treat OSA patients with excessive daytime sleepiness. The first patient was included
in April 2011, so in spite of newer guidelines regarding the sleep apnea definitions [16], the
recruitment of patients was consistent as originally established for ISAACC, and published
elsewhere [15;17]. For the present study, we included 538 patients (men and women age >18
years old) who were admitted for ACS to coronary care units or cardiology hospitalization
wards from fourteen teaching hospitals in Spain. A polygraphic study was performed during
the first 48-72 h after admission. The case (n = 312) or control (n = 226) status of each ACS
patient was defined using an apnea-hypopnea index (AHI) threshold of 15 or greater. ACS was
defined as the acute presentation of coronary disease, with or without ST-elevation, unstable
angina, or MI type 1 [17]. The exclusion criteria for this study were the following: previous
CPAP treatment; psychophysical inability to complete questionnaires; the presence of any pre-
viously diagnosed sleep disorder; >50% of apneas consisting of central apneas or the presence
of Cheyne-Stokes respiration; the presence of daytime sleepiness (Epworth Sleep Scale [ESS]
score >10); the presence of chronic diseases, including neoplasms, renal insufficiency
(GFR<15 mL/min/1.73 m?), severe COPD (FEV,<50%), chronic depression, and other limit-
ing chronic diseases; a medical history that could interfere with the objectives of the study; and
any processes, whether cardiovascular or otherwise, that reduced life expectancy to <1 year;
and patients in cardiogenic shock.

Procedures

The diagnosis of OSA was based on the results of a sleep test, in accordance with the guidelines
of the Spanish national consensus on apnea-hypopnea syndrome [18]. All participating centers
used the same model of polygraph (Embletta; ResMed, Australia) for the diagnosis of OSA.
Oronasal flow, thoracoabdominal movements, ECG, and pulse oximetry were recorded. Apnea
is defined as an absence of airflow lasting >10 seconds. Hypopnea is defined as a reduction in
airflow lasting >10 seconds and is associated with oxygen desaturation. Oxygen desaturation
(ODI) is considered as a decrease in SaO2 >4%. The apnea-hypopnea index is defined as the
number of apneas and hypopneas per hour of sleep. The extent of self-reported sleepiness/
drowsiness was analyzed using the Spanish version of the ESS test [19]. Echocardiographic
evaluations and Killip classification were performed routinely at hospital admission. During
hospitalization, we evaluated the severity of ACS and each patient’s short-term prognosis, in
terms of the ejection fraction, the Killip score, the number of affected vessels, the average and
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peak troponin levels, and complications related to the cardiovascular event itself (heart failure,
reinfarction, mechanic complications such myocardial rupture, arrhythmia and stroke) and
mortality. Other complications related to the ICU admission were excluded, such as infections
or venous thrombosis following immobilization, since they were not due to the cardiovascular
event for which the patient was admitted.

Blood sampling and analysis

Peripheral blood samples were collected from all subjects after the polygraphic study at the
time of randomization. Plasma and serum samples were stored at -80°C until analysis. Cardiac
marker levels were measured by investigators who were blinded to the patients” histories.
Blood chemistry data were measured using commercially available assays. PIGF levels were
measured in plasma using an enzyme-based electrochemiluminescence assay (Roche Diagnos-
tics, Germany). The lower limit of detection was 3 pg/mL, and the upper limit of detection was
10.000 pg/mL. The intra-assay coefficient of variation was 1.1%, and the inter-assay coefficient
of variation 2.6%.

Data analysis

Data on the patients included in this study were incorporated into a password-protected data-
base. The mean values (and standard deviations) or frequencies (and percentages) were com-
puted to evaluate the differences between the control and OSA patients, and the significance of
differences was assessed using Mann-Whitney tests (or t tests, if data were normally distrib-
uted) or chi-squared tests, respectively. OSA patients were divided into 3 groups according to
AH]I, and the Kruskal-Wallis test was used for comparisons among groups. Spearman s rank
correlations were calculated to assess correlations. The associations among PIGF levels, OSA,
and variables related to the severity of ACS were assessed using the Mann-Whitney or chi-
squared tests and linear or logistic regression models, as appropriate. Additionally, the models
were adjusted for smoking status (current or former smoker vs non-smoker), body mass index,
age, gender (male vs female), hypertension, diabetes and dyslipidemia.

Odds ratios, their corresponding 95% confidence intervals, and p-values were calculated
using logistic regression models; adjusted p-values were also computed. The threshold for sta-
tistical significance was set at p<<0.05. SPSS v19 software (IBM Corp., Armonk, NY) was used
for all analyses.

Results

The clinical and sleep-related characteristics of the patients are given in Table 1.

OSA was detected in 58% of the study subjects (312 patients and 226 controls).

Patients with OSA were significantly older and had higher BMIs compared with those without
OSA. No difference was detected between genders (Table 1). The number of hypertensive
patients was significantly higher in the OSA group (Table 1). The number of patients who took
antihypertensive drugs, particularly diuretics and calcium agonists, was higher in the OSA group.

PIGF levels were higher in patients with OSA compared with patients without OSA (19.9 pg/mL,
interquartile range: 16.6-24.5 pg/mL; 18.5 pg/mL, interquartile range: 14.7-22.7 pg/mL; p<0.001).

PIGF levels were correlated with age (r = 0.304, p<0.001), AHI (r = 0.142, p = 0.001), Min
Sa0; (r =-0.091, p = 0.038), ODI (r = 0.128, p = 0.004), troponin concentration (r = 0.171,
p<0.001) and mean peak troponin level (r = 0.161, p = 0.001). To investigate the strength of
the association between PIGF levels and OSA severity, patients were classified into 3 groups
according to AHI. The results showed that PIGF levels increased with AHI even after adjust-
ment. PIGF levels were statistically different among the three groups and higher in the
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Table 1. Anthropometric, clinical and biochemical variables for patients with obstructive sleep apnea (OSA) and controls.

OSA(n = 312)

Age, years

Male, %

AHI, h*

ODI, h'!

Mean Sa02, %

Min Sa02, %

Time with Sa02 <90%, %

BMI, kgem™?

Glucose, mg/dL

HDL cholesterol, mg/dL

LDL cholesterol, mg/dL

Triglyceride, mg/dL

Hypertension

Diabetes mellitus

Dyslipidemia

Smoker

No

Yes

Former smoker
Diuretics

Anticoagulants

Antacids

Hypolipidemic agents
B-blockers

Calcium antagonists

ACEls

Insulin

Oral antidiabetic agents

Bronchodilators

Values represent the percentage of the patients and control subjects or means * standard deviations. AHI, apnea-hypopnea index; ODI, oxygen

Controls(n = 226)

56.5+11.5
191 (84.5%)
6.3+4.1
9.3+17.9
93.642.2
86.745.2
424115
26.116.1
119453
4530
11641
1544117
87 (38.5%)
50 (22.1%)
108 (47.8%)

57 (25.2%)
107 (47.3%)
62 (27.4%)
28 (12.5%)
6 (2.7%)
47 (20.9%)
68 (30.4%)
44 (19.8%)
9 (4.0%)
14 (18.9%)
10 (4.5%)
37 (16.5%)
16 (7.1%)

61.2410.3
250 (80.1%)
35.7417.4
24.9+16.9
92.742.2
82.147.2
11.2+18.0
28.316.2
12859
40£18
11033
14179
178 (57.1%)
83 (26.6%)
134 (42.9%)

103 (32.8%)
134 (42.7%)
77 (24.5%)
67 (21.4%)
22 (7.1%)
96 (30.8%)
126 (40.4%)
77 (24.7%)
44 (14.2%)
29 (22.5%)
29 (9.3%)
61 (19.6%)
12 (3.8%)

p-value

<0.001
0.192
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
0.078
0.058
0.103
0.161
<0.001
0.243
0.265
0.163

0.008
0.025
0.011
0.017
0.186
<0.001
0.050
0.034
0.361
0.091

desaturation index; BMI, body mass index; HDL, high-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; ACEls, angiotensin-converting enzyme inhibitors.

doi:10.1371/journal.pone.0147686.1001

AHI>30 group (19.9 pg/mL, interquartile range: 17.5-24.8) than both the AHI 15-29.9 group
(19.3 pg/mL, interquartile range: 16.2-23.5) and the AHI<15 group (18.2 pg/mL, interquartile

range: 14.7-22.1); (p<0.003; Fig 1).

To further assess the associations of variables related to sleep and to the severity of ACS
with PIGF levels, we classified the study participants into two groups according to PIGF con-
centrations (Table 2). A cutoff value of 20 pg/mL for PIGF levels was used based on prior
studies [20]. Using this cut-off value, we found that up to 156 patients with OSA had PIGF lev-
els >20, which represent 63.7% of patients with PIGF >20 pg/mL. By contrast, the number of
non-OSA patients with PIGF levels >20 pg/mL was 81, which represent 36.3% of patients with

PIGF >20 pg/mL.

There were no differences in the trend for the ACS category and OSA (unstable angina was
present in 14.8% of controls and 13.3% of OSA; NSTEMI in 42.6% of controls and 41.5% of
OSA; STEMI in 42.6% of controls and 45.2% of OSA). No significant association was detected

between ACS category and PIGF levels.
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Fig 1. Levels of PIGF according to AHI groups. Error bars represent 95% confidence intervals. The
Kruskal-Wallis test was used for comparisons among groups.

doi:10.1371/journal.pone.0147686.g001

Patients with elevated PIGF levels were more frequently older and hypertensive, and with
respect to ACS severity, the percentages of patients with Killip score >1 and with 3 or more
diseased vessels were higher in the high-PIGF group (Table 2).

In a multivariable analysis, PIGF, together with all baseline characteristics that were found
to be predictive in univariate analyses, persisted as independent predictors of severity and

Table 2. Baseline patient characteristics and variables related to the severity of acute coronary syndrome according to PIGF status.

PIGF<20 pg/mL(n = 301) PIGF>20 pg/mL(n = 237) p-value
Age, years 57.0+£11.0 61.8+10.5 <0.001
Male, % 245(81.9%) 192 (81.6%) 0.927
OSA 160 (53.3%) 156 (63.7%) 0.015
BMI, kgem? 27.3+6.3 275+6.2 0.653
Hypertension 135 (44.7%) 132 (55.2%) 0.015
Diabetes mellitus 71 (23.6%) 61 (25.7%) 0.565
Dyslipidemia 167 (55.5%) 129 (54.4%) 0.808
Smoker 0.138
No 86 (28.5%) 75 (31.5%)
Yes 147 (48.7%) 96 (40.3%)
Former smoker 69 (22.8%) 67 (28.2%)
Number of diseased vessels >3 48 (17.6%) 65 (30.2%) <0.001
Killip score >1 12 (5.0%) 23 (12.9%) 0.004
Ejection fraction <51.5%* 58 (25.8%) 40 (23.4%) 0.586
Peak troponin level>724.5 ng/mL* 57 (24.4%) 45 (26.0%) 0.704
CV complications during hospitalization 16 (5.15%) 23 (9.2%) 0.059

PIGF, placental growth factor; OSA, obstructive sleep apnea; BMI, body mass index; CV, cardiovascular.
*Optimal threshold to discriminate between OSA and control patients [16].

doi:10.1371/journal.pone.0147686.t002
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Table 3. Multivariate adjusted odds ratios for Killip score >1.

OR (95% CI) Not adjusted p-value OR (95% CI) Multivariate model' p-value OR (95% Cl) Multivariate model®> p-value

Age 1.04 (1.01-1.08) 0.013 1.01 (0.97-1.05) 0.576 1.01 (0.97-1.05) 0.593
Gender 0.53 (0.24-1.15) 0.107 0.63 (0.26-1.55) 0.314 0.63 (0.26-1.54) 0.309
Smoking 0.54 (0.26-1.09) 0.087 0.85 (0.36-1.99) 0.702 0.89 (0.38-2.09) 0.781
BMI 1.00 (0.95-1.06) 0.906 0.98 (0.93-1.04) 0.547 0.98 (0.93-1.03) 0.456
Hypertension 3.82 (1.69-8.62) 0.001 2.59 (1.02-6.56) 0.045 2.32 (0.90-5.97) 0.080
Diabetes 2.47 (1.22-5.03) 0.012 1.79 (0.82-3.89) 0.141 1.80 (0.82-3.92) 0.143
Dyslipidemia 1.43 (0.70-2.88) 0.325 1.07 (0.51-2.27) 0.858 1.11 (0.52-2.37) 0.787
OSA 2.07 (0.97—4.41) 0.060 - - 1.83 (0.80-4.20) 0.155
PIGF >20 pg/mL 3.13 (1.34-7.34) 0.009 2.67 (1.25-5.69) 0,011 2.70 (1.26-5.77) 0.011

! Multivariate model adjusted for age, gender (male vs female), smoking (current or former smoker vs non-smoker), BMI, hypertension, diabetes,
dyslipidemia.

2 Multivariate model adjusted for age, gender (male vs female), smoking (current or former smoker vs non-smoker), BMI, hypertension, diabetes,
dyslipidemia and OSA.

doi:10.1371/journal.pone.0147686.t003

short-term outcome (Tables 3 and 4). Patients with higher levels of PIGF had increased odds
ratios for a Killip classification >1 (Table 3, ORs 3.13, p = 0.009; and ORs 2.67, p = 0.011) and
for the presence of 3 or more diseased vessels (Table 4, ORs 2.02, p = 0.001; and ORs 1.85,

p = 0.009) even after adjustment.

The number of cardiovascular complications (heart failure, reinfarction, mechanic compli-
cations, arrhythmia and stroke) tended to be higher in the high-PIGF group. However, the
multivariate analysis revealed that despite the fact that patients with OSA had high PIGF levels,
when assessing the associations between these ACS severity-related variables and high PIGF
levels, there were no statistically significant differences after adjustment for OSA (Table 3 and
Table 4). In addition, no significant interactions were seen between PIGF levels and the effect
of OSA with respect to other clinical outcomes such as the length of stay in the coronary unit,
length of hospitalization, ejection fraction, number of stents implanted or peak of troponin
(p>0.05).

Table 4. Multivariate adjusted odds ratios for >3 diseased vessels.

OR (95% CI) Not p- OR (95% CI) Multivariate p- OR (95% CI) Multivariate p-
adjusted value model’ value model? value
Age 1.03 (1.01-1.05) 0.005 1.02 (0.99-1.04) 0213  1.01(0.99-1,04) 0.264
Gender 1.94 (1.01-3.72) 0.047 2.84 (1.38-5.83) 0.005 2.86 (1.39-5.90) 0.004
Smoking 0.66 (0.42-1.04) 0.073 0.70 (0.42-1.16) 0.168 0.70 (0.42-1.17) 0.172
BMI 1.02 (0.98-1.06) 0.390 1.02 (0.98-1.06) 0.461  1.01 (0.97-1.06) 0.541
Hypertension 2.27 (1.47-3.50) <0.001 1.60 (0.96-2.67) 0.070 1.56 (0.93-2.62) 0.088
Diabetes 2.78 (1.77-4.38) <0.001 2.27 (1.38-3.75) 0.001 2.27 (1.37-3.74) 0.001
Dyslipidemia 1.61 (1.05-2.48) 0.030 1.34 (0.84-2.15) 0.219 1.35 (0.84-2.16) 0.213
OSA 1.57 (1.01-2.40) 0.045 - - 1.25 (0.77-2.03) 0.367
PIGF level 2.02 (1.32-3.10) 0.001 1.85 (1.16-2.94) 0.009 1.83 (1.15-2.91) 0.011

>20 ng/L

! Multivariate model adjusted for age, gender (male vs female), smoking (current or former smoker vs non-smoker), BMI, hypertension, diabetes,
dyslipidemia.

2 Multivariate model adjusted for age, gender (male vs female), smoking (current or former smoker vs non-smoker), BMI, hypertension, diabetes,
dyslipidemia and OSA.

doi:10.1371/journal.pone.0147686.1004
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Discussion

The results of this study show that in patients with ACS, elevated plasma levels of PIGF are
associated with the presence of OSA and with adverse outcomes during short-term follow-up.
The present findings suggest that the presence of OSA may affect the clinical significance of
PIGF in patients with ACS.

PIGF is an established prognostic marker in ACS. However, no study has specifically exam-
ined its prognostic capabilities in OSA patients with ACS.

In a previous study, we observed that OSA influences the severity of ACS and its short-term
prognosis. OSA was correlated with an increase in peak plasma troponin levels, with the number
of diseased vessels and with the length of stay in the coronary unit [17]. In this study, we observed
that in patients with ACS, higher PIGF levels were associated with adverse short-term outcomes
(greater numbers of diseased vessels, higher Killip scores and a tendency to develop more cardio-
vascular complications). These observations suggest that different pathophysiological mecha-
nisms may be responsible for the expression of PIGF in patients with and without OSA and that
these mechanisms may affect short- and long-term risks after ACS in different ways.

PIGF, a member of the VEGF family of angiogenic proteins, plays an important role in path-
ological angiogenesis [21]. Although PIGF and VEGF activate similar signaling pathways, PIGF
exhibits greater disease-specific activity than VEGF does, while it does not affect quiescent ves-
sels in healthy tissues. In addition to enhancing angiogenesis, PIGF is known to improve car-
diac performance by promoting cardiomyocyte survival and cardiomyogenesis via recruitment
of bone marrow-derived progenitor cells towards infarcted myocardial tissue [22]. Hypoxia is
an important stimulus of PIGF expression, and hypoxia inducible factor-1-alpha (HIF-1a) can
directly activate its transcription [10;13]. High PIGF release typically accompanies acute ische-
mia and infarction, but elevated levels may reflect underlying acute or chronic hypoxia. Our
results demonstrate that OSA is an important determinant of PIGF levels in patients with ACS.
Among several confounding factors, OSA seems to mediate a portion of the release of PIGF
detected in these patients. In line with this data, PIGF may represent a valuable marker of OSA
in patients suspected of having acute coronary syndrome. Furthermore, the presence of OSA
may affect the prognostic value of PIGF levels, and this possibility should be considered in
studies in which PIGF is used as a clinical biomarker for risk stratification.

There is evidence that OSA may be associated with the activation of cardiovascular adaptive
mechanisms. Berger et al reported that the numbers of endothelial progenitor cells are elevated
and that angiogenesis increases in patients with AMI and coexistent OSA compared with
patients with AMI without OSA [6]. EPCs are mobilized by signaling pathways, such as the
HIF-1o pathway, which are also activated in OSA [23] [24]. HIF-1o stimulates the production
of VEGF, and several studies have shown that patients with OSA have increased levels of
VEGEF [25]. In contrast, another study found that although VEGF expression in monocytes
was found to be higher in patients with AMI and OSA compared with patients with AMI with-
out OSA, no difference was reported for plasma VEGF levels between these groups [6]. On the
other hand, earlier studies, which demonstrated that PIGF levels at presentation are of prog-
nostic value for clinical outcomes in patients with ACS, did not find any correlation between
PIGF levels and VEGF levels [12]. Thus far, the effect of OSA on plasma PIGF levels after ACS
has not been investigated. In patients with ACS, plasma levels of PIGF increase acutely and
transiently [12]. A single initial measurement of a patient’s plasma PIGF level appears to extend
the predictive and prognostic information gained from traditional risk markers [26]. The
extent to which PIGF levels are elevated is influenced by the severity of myocardial damage,
and the overall effects of PIGF may vary with disease status and comorbidities [27-29]. In this
sense, OSA could be essential and may mediate a portion of the prognostic impact of PIGF,
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given the relationship between PIGF levels after ACS and OSA that was observed in our study.
However, it is known that OSA increases the incidence of morning peak of onset in acute myo-
cardial infarction. Despite the fact that there are no data on whether PIGF has a diurnal pattern
of variation, a perturbation in circadian PIGF balance might be a possible contributor to the
onset of MI [30;31]. Furthermore, elevated PIGF levels may reflect underlying acute or chronic
hypoxia. PIGF has potent angiogenic properties, especially under pathological circumstances,
and increased PIGF levels could counteract the damaging effects of ischemia [21]. Iwama et al
observed that patients with higher plasma PIGF levels on day 3 after AMI showed greater
improvement in left ventricular ejection fraction (LEVF) during the chronic phase (6 months
post MI) than did patients with lower plasma PIGF levels, and they also observed that patients
with improvement in LEVF in the chronic phase had significantly higher plasma levels of PIGF
in the acute phase compared with patients without improvement; these findings suggest that
PIGF may be involved in repairing injured myocardial tissue [13]. In addition, experimental
studies have demonstrated that PIGF may serve both as a marker of adaptive cardiac remodel-
ing and as a promising novel therapeutic agent for revascularizing and regenerating the
infarcted myocardium and for improving its performance after MI [14;22]. Consistent with
these findings, it is possible that the elevated levels of PIGF detected in the group of patients
with OSA could exert a beneficial effect that could promote long-term improvement in cardiac
function after ACS in these patients.

Limitations

This study has several limitations. First, we excluded patients with daytime sleepiness, which
were the patients who exhibited the most severe OSA. Second, OSA was diagnosed based on
respiratory polygraphy, which could underestimate the severity of OSA. Third, the high vari-
ability in PIGF levels detected both in controls and patients may limit its usefulness. On the
other hand, this study was performed only for patients with ACS. Previous clinical studies
including subjects without ACS showed PIGF mean plasma levels of 10 pg/mL [13] and 16.6
pg/mL [31], both of them lower than in our ACS patients groups, either with or without OSA.
Ideally, longitudinal studies measuring PIGF at the time of diagnosis of OSA would add to the
verification of PIGF as a biomarker. Fourth, alternative noninvasive biomarkers of cardiac dys-
function, such as the brain natriuretic peptide (BNP), were not assessed. As reported elsewhere,
PIGF and BNP levels are known to positively correlate in patients with ischemic cardiomyopa-
thy [32]. This demonstrates an increase of PIGF with the severity of heart failure in such
patients, regardless of OSA. Finally, the design of this study does not allow us to evaluate the
long-term prognostic role of PIGF in OSA or to draw definitive conclusions.

Conclusions

The results of this study show that in patients with ACS, elevated plasma levels of PIGF are associ-
ated with the presence of OSA and with adverse outcomes during short-term follow-up. These
findings suggest that different pathophysiological mechanisms might affect the cardiac expression
of PIGF after ischemic injury, as well as their predictive role in patients with and without OSA.
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4.2. Segundo estudio

Bauca JM, Yanez A, Fueyo L, de la Pefia M, Pierola J, Sanchez-de-la-Torre A, et al. Cell Death
Biomarkers and Obstructive Sleep Apnea: Implications in the Acute Coronary Syndrome. Sleep

2017 1;40(5). doi: 10.1093/sleep/zsx049.

4.2.1. Presentacion del segundo estudio

Los nucleosomas y el DNA de doble cadena (dsDNA) son elementos intracelulares que pueden
ser vertidos al torrente circulatorio durante el proceso de muerte celular. Por ello, han sido
sugeridos como biomarcadores prometedores para enfermedades relacionadas con el dafio o
muerte celular como el cancer, enfermedades autoinmunes o sindrome coronario agudo (SCA),
e incluso podrian correlacionar con la extension del dafo. Actualmente no se esta bien
establecido el impacto del sindrome de apneas-hipopneas del suefio (SAHS) en los pacientes

con SCA.

Nuestra hipétesis era que el SAHS genera una situacién de riesgo cardiovascular, que se
traduce en unos niveles aumentados de biomarcadores de muerte celular en sangre y, cuando
tiene lugar un infarto de miocardio, la destruccién celular masiva induce niveles todavia

mayores de nucleosomas y de dsDNA.

Para ello, se propuso un disefio en dos ramas. En la primera parte del estudio se reclutaron
individuos sin eventos coronarios previos en su historial médico, y se clasificaron en SAHS o
no SAHS en funcién de los resultados de un estudio de suefio (polisomnografia completa; valor
discriminante IAH: 10 h-"), mientras que en la segunda parte del estudio se reclutaron individuos
ingresados tras un SCA, a los que se les realizd una poligrafia y se clasificaron entre SCA o

SCA+SAHS (valor discriminante: 15 h''). A todos ellos se registraron las variables
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antropométricas relevantes y en la mafiana siguiente al estudio de suefio se les realiz6 una

extraccion de sangre venosa para la cuantificacion de nucleosomas y dsDNA libre en suero.

4.2.2. Resultados y discusion del segundo estudio

Tras el establecimiento de las cuatro cohortes de comparacion (1) controles, (2) SAHS, (3)

SCA, (4) SCA+SAHS, se cuantificaron los dos biomarcadores de muerte celular.

Se detect6 que las concentraciones séricas de dsDNA y nucleosomas estaban aumentadas en
los individuos con SAHS en comparacién con los controles sin patologia respiratoria del suefio,
independientemente de otras posibles variables de confusion, como la edad y el IMC. Ademas,
esas concentraciones eran todavia significativamente superiores en pacientes con SCA,
independientemente de la presencia de SAHS, llegando a un valor 3 veces superior en el caso

de los nucleosomas y de 2 veces en el caso del dsDNA.

Ademas, los niveles de nucleosomas correlacionaron positivamente con el indice de apneas-
hipopneas (IAH), con el IMC y con la glucemia, a la vez que negativamente con la saturacién
media y minima de oxigeno. Por su parte, los niveles de dsDNA también correlacionaron con
el IAH, a la vez que con la edad, el colesterol y la presion arterial sistélica. La correlacién de
ambos biomarcadores con la principal variable relacionada con el SAHS, el IAH, se mantuvo
incluso tras ajustar por variables de confusibn como edad, género, BMI, colesterol HDL,

glucemia, habito tabaquico y tensién arterial.

Nuestros resultados sugieren que el SAHS podria estar implicado en la elevacién de ambos
biomarcadores, de forma que éstos podrian reflejar el elevado riesgo cardiovascular que se ha

descrito en los individuos con SAHS.

No obstante, cuando tiene lugar un evento coronario, la lisis celular producida por la isquemia
cardiaca es el mayor contribuidor a los niveles circulantes de dsDNA o nucleosomas,

sobrepasando considerablemente la liberacién debida a la hipoxia intermitente inducida por el
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SAHS. De esta forma, no parece que el SAHS esté implicado en la elevacion de ambos

biomarcadores tras un SCA.
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Cell Death Biomarkers and Obstructive Sleep Apnea: Implications in the Acute
Coronary Syndrome
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Study Objectives: Nucleosomes and cell-free double-stranded DNA (dsDNA) have been suggested as promising biomarkers in cell death-related diseases,
such as acute coronary syndrome (ACS). Currently, the impact of obstructive sleep apnea (OSA) in patients with ACS is unclear. Our aim was to evaluate the
relationship between OSA, dsDNA, and nucleosomes and to assess their potential implication in the development of ACS.

Methods: Up to 549 patients were included in the study and divided into four groups (145 ACS; 290 ACS + OSA; 62 OSA; 52 controls). All patients underwent
a sleep study, and serum concentrations of dsDNA and nucleosomes were measured.

Results: Nucleosome and dsDNA levels were higher in patients with OSA than in controls (nucleosomes: 1.47 + 0.88 arbitary units [AU] vs. 1.00 £ 0.33 AU;

p <.001, dsDNA: 315.6 + 78.0 ng/mL vs. 282.6 £ 55.4 ng/mL; p = .007). In addition, both biomarker levels were higher in patients with ACS than in non-ACS,
independently of the presence of OSA.

Conclusions: Both nucleosomes and dsDNA are increased in patients with OSA and might be related with the high cardiovascular risk seen in these patients.
The extensive cell lysis during a myocardial infarction seems to be the major contributor to the high biomarker levels, and OSA does not seem to be implicated in
such elevation when this acute event occurs.

Clinical trial registration: NCT01335087 (clinicaltrials.gov)

Keywords: nucleosomes, cell-free DNA, cell death biomarkers, cardiovascular risk.

Statement of Significance

Serum nucleosomes and double-stranded DNA are cell components that may be leaked into the bloodstream during cell death. We found increased blood
concentrations of both components in patients with obstructive sleep apnea (OSA) and even higher in patients with myocardial infarction.

We suggest that both biomarkers might be related with the high cardiovascular risk seen in patients with OSA. When a myocardial infarction occurs, the
extensive cell death in such event is the major contributor to the high levels seen in these patients. Therefore, OSA does not seem to be implicated in cell-
free nucleosome or double-stranded DNA elevation after a myocardial infarction.

INTRODUCTION Particularly during apoptosis, endonucleases are activated and
Obstructive sleep apnea (OSA) syndrome is a multifactorial specifically cleave easily accessible sites of chromatin into mul-
medical condition where the upper airway dimensions are  tiple mononucleosomes and oligonucleosomes.” Nucleosomes
reduced as a result of both anatomical and functional altera-  are the building blocks of chromatin and consist of octamers
tions."? During an apnea event (complete airway collapse) or  of basic proteins (histones) surrounded by double-stranded
a hypopnea (partial collapse), the airway is narrowed and oxy- DNA (dsDNA). When apoptosis, necrosis, or other kinds of
gen saturation is reduced. The intermittent hypoxia could play cellular senescence occur, both nucleosomes and protein-free
an essential role in OSA pathophysiological consequences and ~ DNA are leaked into the circulation.® In physiological condi-
comorbidities, such as an increased risk of cardiovascular dis-  tions, nucleosomes released into the bloodstream are quickly
ease and death of any cause.>* Although OSA has been sug-  and effectively removed.”!° Therefore, only little amounts can
gested as an independent risk factor for cardiovascular events, be detected in the serum of a healthy individual. When cell
the molecular mechanisms underlying such relationship are not ~ death phenomena are increased, such as in patients with cardi-
clear to date.>® ovascular disease, inflammation or cancer, high concentrations

During cell death, intracellular components are leaked into ~ of mononucleosomes/oligonucleosomes and cell-free dsDNA
the bloodstream. Therefore, a myriad of biochemical markers ~ may be found."'"'* As a result, both may be useful serum bio-
is currently detected and quantified in blood for the assessment ~ markers for the detection of tissue injury, although nonspecific,
of human pathologies. Among them, troponin I and troponin T~ and might correlate with the extension of the damage.'>!¢

are currently the most specific biomarkers for the diagnosis and Emerging bibliography is being published regarding the use-
follow-up of an acute myocardial infarction (MI). fulness of nucleosomes and cell-free DNA in necrosis-related
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diseases, such as coronary diseases and cancer,'*!” two of the
leading causes of morbidity and mortality in the Western soci-
eties. Both biomarkers may be regarded as two independent
risk factors for atherosclerosis and cardiovascular disease. For
instance, dSDNA was suggested to play a role in the pathogen-
esis of MI" and to be a determinant of a prothrombotic state.'
In fact, it was shown to be more sensitive and peak earlier than
cardiac troponin I,"* and its concentrations increase proportion-
ately to the complications arising from an acute coronary syn-
drome (ACS).'620

Our hypothesis was that OSA generates an increased cardi-
ovascular risk, which translates into increased levels of circu-
lating cell death biomarkers, among others. When an MI takes
place, the extensive cell lysis would induce remarkably higher
concentrations of nucleosomes and dsDNA in blood than those
seen in patients with OSA only. The aims of this study were (1)
to assess the interrelationships between OSA and cell death—
related biomarkers and (2) to evaluate their potential implica-
tion in the development and evolution of an ACS. To this end,
serum nucleosomes and dsDNA were measured in four groups:
individuals with no previous cardiovascular event (with and
without OSA) and patients with ACS (with and without OSA).

MATERIALS AND METHODS

Rationale and Study Design

This study was performed in two branches and included sam-
ples from individuals of two different sources: the Sleep Unit
of Hospital Universitari Son Espases and the Impact of Sleep
Apnea Syndrome in the Evolution of Acute Coronary Syndrome
(ISAACC) Study (Figure 1).

In the first part of the study, individuals were recruited only
from Hospital Universitari Son Espases and classified either as
controls or OSA based on a sleep study. They had all referred to
the sleep laboratory for snoring or suspected OSA, and none of
them had any history of cardiovascular events.

As statistical differences in cell death biomarkers were seen,
an expansion of the study was suggested. Therefore, patients
from the ISAACC trial were also included independently and
in parallel, before starting continuous positive airway pres-
sure (CPAP) treatment. The ISAACC Study (registered as
NCTO01335087 on clinicaltrials.gov) is a multicenter, paral-
lel, prospective, randomized control trial that started in April
2011.2! Therefore, samples from patients recruited since 2011
(and stored at —80°C) were analyzed after obtaining the results
of the initial cohort. The ISAACC trial is evaluating the effects
of CPAP treatment on the incidence of new cardiovascular
events in patients with an episode of ACS and OSA. These later
included patients were from several hospitals in Spain and clas-
sified into two groups: either ACS or ACS + OSA.

Participants and Procedures

All patients included in the study provided written, informed
consent, and the present it was approved by the Ethics Board
of our hospital.

For the initial study, participants underwent a polysomnog-
raphy (Grael, Compumedics, Australia), and OSA classifica-
tion was carried out using the apnea-hypopnea index (AHI).
Oronasal flow, thoracoabdominal movements, electrocardio-
gram, and pulse oximetry were recorded. Apnea is defined as
an absence of airflow lasting >10 seconds. Hypopnea is defined

INITIAL STUDY
I

Subjects from Sleep Unit (one hospital)

Sleep study: PSG
AHI cut-off: 10 h-!

,

A 4 y

SECOND STUDY
I
Recruited from the ISAACC trial

Sleep study: PG
AHI cut-off: 15 h-'

v

A A

Controls
(n=52)

OSA patients
(n=62)

ACS patients
(n=145)

ACS+0OSA patients
(n=290)

Significant differences in dsDNA and
nucleosome levels detected

Figure 1—Workflow diagram depicting timeline and participant recruitment. AHI = apnea-hypopnea index; ACS = acute coronary syndrome;
dsDNA = double-stranded DNA; ISAACC = Impact of Sleep Apnea Syndrome in the Evolution of Acute Coronary Syndrome; OSA = obstruc-
tive sleep apnea syndrome; PG = polygraphy; PSG = polysomnography.
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as a discernible reduction (between 30% and 90%) in the width
of the respiratory signal lasting more than 10 seconds or an
evident reduction in the thoracoabdominal result accompanied
by oxygen desaturation (>3%) and/or a microarousal on the
electroencephalogram. AHI represents the number of apneas
and hypopneas per hour of sleep and was calculated manu-
ally by attending physicians. An AHI threshold of 10 h™! was
established for the diagnosis of OSA, according to daily clin-
ical practice. The control group was defined by the absence
of OSA. The exclusion criteria for this initial study were the
following: previous CPAP treatment; psychophysical inabil-
ity to complete questionnaires; the presence of any previously
diagnosed sleep disorder; more than 50% of apneas consisting
of central apneas or the presence of Cheyne-Stokes respira-
tion; the presence of daytime sleepiness (Epworth Sleep Scale
score > 10); the presence of chronic diseases, including neo-
plasms, renal insufficiency (glomerular filtration rate < 15 mL/
min/1.73 m?), severe chronic obstructive pulmonary disease
(forced expiratory volume < 50%), chronic depression, and
other limiting chronic diseases; a medical history that could
interfere with the objectives of the study; and any processes,
whether cardiovascular or otherwise, that reduced life expec-
tancy to less than 1 year; and patients in cardiogenic shock.

To avoid possible biases based on the cutoff value selection,
further analyses were also performed classifying participants
into four different groups, depending on AHI: AHI <5 h™!; AHI
5-10 h'; AHI 10-15h'; and AHI >15 h".

For the second study (ISAACC branch), a polygraphic sleep
test (Embletta, ResMed, Australia) was performed to every par-
ticipant, and the diagnosis of OSA was based on the guidelines
of the Spanish national consensus on apnea-hypopnea syn-
drome,? thus enabling the classification of individuals as either
ACS or ACS + OSA (Figure 1, right). According to the pre-
viously published ISAACC guidelines,?' an AHI threshold of
15 per hour was used for the diagnosis of OSA in this branch.
Upon hospital admission, echocardiographic evaluations and
Killip classifications were also routinely performed.

Biochemical Analysis

Peripheral blood samples were collected from all participants in the
morning after the sleep study, in order to minimize possible diur-
nal patterning of biomarker release. Serum samples were stored at
—80°C until analysis. Blood chemistry analyses (glucose, creatinine,
total cholesterol, and high-density lipoprotein [HDL] cholesterol)
were performed using commercially available assays (Architect
¢16000 platform, Abbott Diagnostics). Nucleosome levels were
analyzed in serum using the Cell Death Detection ELISA Plus kit
(Roche Diagnostics), and results were quantified using the enrich-
ment factor (by comparison with negative pooled sera). The mean
of the control group (non-ACS/non-OSA) was normalized to 1 and
expressed in arbitrary units (AU). Levels of dsDNA were quanti-
fied in duplicate in serum using the Quant-iT™ Picogreen® dsDNA
kit (Invitrogen), following manufacturer’s instructions. Coefficients
of variation were 9% for nucleosomes (in-house checked, data not
shown) and 2.7% for dsDNA (stated by manufacturer).

Data Analysis
All data (demographical, polygraphic, and biochemical) were

included in a database. The mean values (standard deviations)
JM. Bauca Rossello

or frequencies (and percentages) were compared between the
control group and the OSA group (initial study) and between
the two ACS groups (with and without OSA). Differences
were evaluated using Mann-Whitney tests (or Student ¢ tests,
if normally distributed), or chi-squared tests. When patients
were classified into more than two groups, analyses of vari-
ance were performed. The associations between nucleosomes,
dsDNA, and other variables were assessed using a linear
regression models, as appropriate. Additionally, the models
were adjusted for age, gender, body mass index (BMI), HDL
cholesterol, systolic blood pressure, smoking status, and glu-
cose levels.

The SPSS v19 software (IBM Corporation, New York) was
used for all statistical analyses, and significance was set at 0.05.

RESULTS

A total of 549 individuals were finally included and divided
into: participants with no previous cardiovascular event (52
with OSA and 62 without OSA) and participants with ACS
(290 with OSA and 145 without OSA). The clinical character-
istics of the participants are outlined in Table 1 (initial study)
and Table 2 (second study). In the non-ACS group, patients
with OSA were significantly older, had higher BMI, higher
glucose levels and systolic blood pressure, and smoking was
more prevalent.

Nucleosome levels were higher in patients with OSA com-
pared with controls (1.47 + 0.88 AU vs. 1.00 £ 0.33 AU; p <
.001). Such nucleosome levels correlated positively with AHI
(r = +0.562, p <.001), BMI (r = +0.360, p < .001), and glu-
cose levels (r = +0.217, p = .026) and negatively with both
mean and minimum oxygen saturation (» = —0.396, p < .001
and r = —0.438, p < .001, respectively). No significant corre-
lation was obtained between nucleosome levels and age, total
cholesterol, HDL cholesterol, and blood pressure. In a linear
regression analysis, after adjusting for potential confounding
variables (age, gender, BMI, HDL cholesterol, systolic blood
pressure, and glycemia), nucleosome levels were associated
with AHI (p < .001), whereas no association with any other
assessed variable was detected (BMI, glucose, cholesterol,
blood pressure) (Figure 2A).

dsDNA levels were also higher in patients with OSA compared
with controls (315.6 £ 78.0 vs. 282.6 + 55.4 ng/mL; p = .007).
dsDNA concentration also correlated with AHI (r = +0.267,
p = .004), although the strength of correlation was lower than
for nucleosomes. Also with age (» = +0.303, p = .001), total
cholesterol (r=+0.270, p = .005), HDL cholesterol ( =+0.287,
p =.003), and systolic blood pressure (r=+0.282, p =.003). No
correlation was seen with other variables such as glucose levels,
mean or minimum oxygen saturation (p = .157 and p = .125,
respectively), or BMI (p = .317). Moreover, after adjusting for
age, gender, BMI, HDL cholesterol, glucose levels, smoking
status, and blood pressure (even some of them not significant in
single variate analyses), either dSDNA and nucleosome levels
still significantly correlated with AHI (p = .049 and p < .001,
respectively) (Table 3). Of all variables included in the analysis,
AHI is the one that most explains both nucleosome and dsDNA
concentration variation (Table 3).

When considering the whole non-ACS cohort and dividing

participants into four groups based on AHI (<5 h™'; 5-10 h™";
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Table 1—Demographic Data of Patients Without ACS (Initial Study).

Parameter Controls (n = 52) 0SA (n=62) p value
Age, years 46.0+14.8 54.0+13.1 .003*
Male, % 24 (46.2%) 39 (62.9%) .073
BMI, kg:m™ 27153 31682 .001*
Glucose, mg/dL 93.5+234 105.8 +22.7 .008
Total cholesterol, mg/dL 190.8 + 38.5 198.5+ 418 337
HDL cholesterol, mg/dL 58.6 + 25.6 56.2 + 33.1 691
Systolic pressure, mm Hg 120.6 + 18.2 128.0 + 16.7 .033*
Diastolic pressure, mm Hg 719120 74.5+12.1 282
AHI, h™" 5527 40.5+22.8 <.001*
Smoking status, % .017*
-No 23 (51.1%) 19 (34.5%)

-Yes 15 (33.3%) 13 (23.6%)

-Former smoker 7(15.6%) 23 (41.8%)

Mean O, saturation, % 95.3+2.3 91.8+4.1 <.001*
Medications, % <.001*
-ACE inhibitors 0 8 (13%)

-Platelet antiaggregants 1(1.9%) 1(1.6%)

-Insulin 0 1(1.6%)

-Diuretics 1(1.9%) 4 (6.4%)

-Anticoagulants 0 1(1.6%)

-Oral antidiabetics 1(1.9%) 3 (4.8%)

-Calcium antagonists 1(1.9%) 0

-Bronchodilators 1(1.9%) 10 (16%)

-Hypolipidemic agents 2(3.8%) 10 (16%)

-Beta-blockers 0 3 (4.8%)

-Antacids 2 (3.8%) 3 (4.8%)

-Psychotropic drugs 1(1.9%) 2(3.2%)

-Other 10 (19%) 8 (13%)

dsDNA, ng/mL 282.6+48.3 310.5+58.3 .007*
Nucleosomes, AU 1.00 £ 0.31 1.67£0.27 <.001*

*Significant at p < .05 level.

ACE = angiotensin converting enzyme; ACS = acute coronary syndrome; AHI = apnea-hypopnea index; AU = arbitrary units; BMI = body mass index;

dsDNA = double-stranded DNA; OSA = obstructive sleep apnea.

10-15 h™', and >15 h™'), statistical significance remained
among groups (p < .001 for nucleosomes; p = .017 for
dsDNA), thus suggesting that the AHI cutoff value selection
has no impact on our findings (Figure 3).

In patients with ACS (Table 2), OSA was detected in 67%
of cases. The patients with OSA were older and with higher
BMIs. No differences in OSA prevalence were detected
between genders. Nucleosome and dsDNA levels were
increased compared with non-ACS patients (for nucleosomes:
3.46 +4.33 AU vs. 1.14 £0.37 AU; p <.001 and for dsDNA:

JM. Bauca Rossello
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556.9 + 167.8 ng/mL vs. 297.9 + 55.2 ng/mL; p < .001).
However, no differences were obtained between patients
with and without OSA (for nucleosomes: 3.81 + 1.44 AU vs.
3.23 +2.02 AU; p = .101 and for dsDNA: 539.6 + 146.4 ng/
mL vs. 565.9 £ 177.5 ng/mL; p = .120), either adjusting for
age and BMI or not (Figure 2). Differences in this cohort
were neither seen when individuals were classified in four
AHI groups (<5 h™'; 5-10 h™'; 10-15 h!, and >15 h'):
p = .324 for nucleosome concentration and p = .132 for
dsDNA.
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Table 2—Demographic Data of Patients With ACS (Secondary Study;
ISAACC Branch).

Parameter ACS ACS + OSA p value
(n =145) (n=290)

Age 56.6 + 11.2 60.1+10.8 659

Male, % 121 (83.4%) 229 (81.2%) 568

BMI, kg-m™ 27.0+45 28945 .660

Glucose, mg/dL 116.9 £ 47.0 128.6 £ 62.3 .015*

Total cholesterol, 179.5+43.3 180.5 £ 46.0 847

mg/dL

HDL cholesterol, 451+ 36.8 415+19.2 .059

mg/dL

Systolic pressure, 120.7 £ 16.9 125.3+18.5 295

mm Hg

Diastolic pressure, 72.6+10.6 731115 620

mm Hg

AHI, h! 42+26 31.9+18.3 .001*

Smoking status, % 191

-No 33 (23.2%) 88 (31.7%)

-Yes 69 (48.6%) 123 (44.2%)

-Former smoker 40 (28.2%) 67 (24.1%)

Mean O, saturation, % | 92.4 +11.3 92654 843

dsDNA, ng/mL 555.6+ 161.1 | 558.7+175.2 | .851

Nucleosomes, AU 3.81+1.44 3.23+2.02 .203

*Significant at p < .05 level.

ACS = acute coronary syndrome; AHI = apnea-hypopnea index; AU =
arbitrary units; BMI = body mass index; dsDNA = double-stranded DNA;
ISAACC = Impact of Sleep Apnea Syndrome in the Evolution of Acute
Coronary Syndrome; OSA = obstructive sleep apnea.

DISCUSSION

The results of our study show that nucleosomes and dsDNA
in serum are increased in patients with OSA in comparison
with participants without OSA. An increase in both cell death
biomarkers was also detected in ACS patients compared with
patients without any cardiovascular event, independently of the
presence of OSA. The present findings suggest that: (1) OSA
may be implicated in the increased levels of the two cell death—
related biomarkers; (2) the extensive cell lysis resulting from
an MI appears to be the major contributor to the high levels
of both biomarkers detected in patients after an ACS; (3) OSA
does not seem to contribute to such elevation when this acute
event occurs.

OSA and Cell Death Biomarkers

Although OSA-independent elevations were detected in
patients with ACS, significant increases were seen for dsDNA
and nucleosomes in OSA patients without coronary disease.
Despite using different quantification methods and sample
types, our findings are consistent with a previous case-control
study by Shin et al.,” where high cell-free DNA concentrations
correlated with a higher OSA prevalence in patients without
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Figure 2—Comparison of cell death-related biomarker concen-
trations among groups (unadjusted models): (A) nucleosomes, (B)
double-stranded DNA (NS: not significant at 0.05 level). ACS =
acute coronary syndrome; AU = arbitrary units; OSA = obstructive
sleep apnea.

coronary disease. The previous publication reported an asso-
ciation between AHI and dsDNA concentration on a multivar-
iate analysis, and we further confirmed such relationship by
performing a linear correlation analysis and showing a positive
and significant association between AHI and both nucleosomes
and dsDNA.

Nucleosomes and ACS

To our knowledge, only one study has previously assessed the
serum concentration of nucleosomes in patients with ML' In
this report, nucleosome high baseline studies were described to
show an odds ratio of 2.59 for the prediction of major adverse
cardiac events. This observation further supports our hypothe-
sis that extensive cell death occurs after a cardiovascular event.
Intracellular components appear to be massively leaked in the
bloodstream in ACS patients, whereas neither liver metaboli-
zation nor immune-mediated clearance can effectively remove
them. However, because several other critical conditions have
also shown to increase cell-free DNA levels, such as infec-
tion, cancer, and respiratory insufficiency,? the release of such
biomarkers might result from an inflammatory state,” which
is greatly increased in MI. In our study, in spite of different
recruitment and AHI thresholds, an almost fourfold increase
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Table 3—Multiple Regression Analyses for the Groups Without ACS, Having Nucleosomes and dsDNA as Dependent Variables, Respectively.

Parameter Nucleosomes dsDNA
B p value n’ B p value n’
BMI 0.003 120 0.028 -8.665 296 0.013
HDL cholesterol <0.001 219 0.017 6.657 .001 0.120
Age -0.001 .286 0.013 4618 262 0.015
Systolic blood pressure -0.001 138 0.025 5.264 115 0.029
AHI 0.003 <.001 0.246 5.719 049 0.044
Glucose 0.001 227 0.017 2408 298 0.013
Smoking status 0.018 459 0.007 77.14 533 0.005

AHI = apnea-hypopnea index; ACS = acute coronary syndrome ; BMI = body mass index; dsDNA = double-stranded DNA; r]p2 = partial eta squared.
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Figure 3—Comparison of cell death—related biomarker concen-
trations in the non-ACS cohort, depending on the apnea-hypo-
pnea index (AHI): (A) nucleosomes, (B) double-stranded DNA.
ACS = acute coronary syndrome; AU = arbitrary units.

in nucleosome levels was detected after an ACS for patients
without OSA. In addition, a twofold increase was seen after a
cardiovascular event for patients with OSA. These results are
concordant with the twofold increase seen in patients with deep
vein thrombosis,'? the 2.4-fold increase in patients with severe
coronary atherosclerosis'® and the 2.56-fold increase in patients
with heart failure.?
JM. Baucga Rosselld

By contrast, observations published elsewhere described
a cardioprotective role for OSA in the acute phase of a myo-
cardial ischemic injury.??® Shah et al. found lower blood tro-
ponin T levels after an MI in individuals with more severe OSA
compared with those without OSA, thus suggesting a possible
adaptation situation in patients with sleep apnea. In this sense,
further studies are needed to clarify the possible ischemic pre-
conditioning behavior of OSA and its scope after a nonfatal
cardiac event.

Serum dsDNA and MI

Although alternative dsDNA quantification methods were used
in literature, our observations in patients with ACS are consist-
ent with previous studies assessing free DNA concentrations
in serum or plasma samples. Using a bDNA-based Alu assay,
two different studies obtained a 45-fold increase® and a 19-fold
increase'® in M1 patients, respectively, whereas another quantita-
tive polymerase chain reaction study yielded a twofold increase
of nuclear DNA concentrations in ACS patients on hospital day
1 compared to a non-MI control group.’ A study performed
using our same methodology stated that patients after ACS had
a 10-fold increase in cell-free DNA compared to healthy con-
trols."” Compared to our results, where a twofold increase was
observed in ACS patients compared to the control group, the
differences in the degree of the increase (10-fold vs. 2-fold) are
most probably due to the selection of the control group, as the
dsDNA values in the ACS groups are similar between studies
(510.6 + 398.0 ng/mL in Chang et al.'” vs. 556.9 + 167.8 ng/
mL in our study). The gradual increase in dSDNA concentra-
tions, as well as in nucleosomes, further corroborates the above-
mentioned hypothesis and underlines OSA as an independent
contributor to the high biomarker levels, possibly related
with the high cardiovascular risk seen in patients with OSA.
Nevertheless, the high concentrations of both biomarkers seen
after an ACS could derive from an extensive cell lysis resulting
from an MI, regardless of the presence of OSA. These observa-
tions were independent of the AHI cutoff value election.

The results of the present study also contribute to the pos-
sibility that OSA might be a risk determinant for atheroscle-
rosis and help in the understanding of the pathophysiological
mechanisms of ACS. Well-established relationships between
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cell death biomarkers and vascular diseases have already been
published elsewhere, including dsDNA elevations in acute
ischemic stroke.”” However, a recent trial including patients
with a history of coronary artery disease or cardiovascular dis-
ease and OSA showed that the use of CPAP would not reduce
the rate of MI, stroke, heart failure, or death from cardiovascu-
lar causes.? Nevertheless, the link between sleep-breathing dis-
orders and cardiovascular disease might be further elucidated as
the ISAACC trial moves forward.

Multiple hypotheses link increased extracellular DNA con-
centrations with the initiation or exacerbation of atheroscle-
rosis, acting as a link between innate and adaptive immune
responses.” Our results suggest that these mechanisms might
be exacerbated and play an important role in the high cardio-
vascular risk observed in patients with OSA. Moreover, circu-
lating dsDNA, nucleosomes, and even myeloperoxidase-DNA
complexes have been reported to be associated an increased
cardiovascular risk.">3%3! Although their role in the pathogen-
esis is still unclear,’>3 all three biomarkers were suggested as
independent determinants of a prothrombotic state, as robust
correlations were obtained with well-established prothrombotic
biomarkers, such as thrombin-antithrombin complexes and von
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4.3. Tercer estudio

Bauca JM, Barcelo A, Fueyo L, Sanchis P, Pierola J, de la Pefia M, et al. Biomarker panel in

sleep apnea patients after a coronary event [en revision]

4.3.1. Presentacion del tercer estudio

El sindrome de apneas-hipopneas del suefio (SAHS) esta considerado un factor de riesgo
cardiovascular independiente. Los eventos de hipoxia intermitente conducen al desarrollo de
comorbilidades asociadas con el SAHS, destacando las cardiovasculares, cerebrovasculares y
neurocognitivas. Este fendbmeno se podria explicar debido a los complejos mecanismos
fisiopatologicos del SAHS, incluyendo el estrés oxidativo, disfuncibn metabdlica, inflamacion
sistémica y activacidbn inmune, asi como la activaciéon del sistema nervioso simpatico y la
disfuncion endotelial. En pacientes tras un sindrome coronario agudo (SCA), la deteccién

temprana de SAHS podria ayudar y mejorar su manejo clinico.

En este tercer estudio, nuestros objetivos eran, mediante la cuantificacion de biomarcadores
sanguineos relacionados con los diferentes aspectos fisiopatolégicos del SAHS, evaluar el
impacto de esta patologia en la utilidad de estos biomarcadores en la prediccion de la gravedad
del SCA, asi como comprobar si estos biomarcadores (individualmente o combinados)

permitirian detectar la presencia de SAHS en pacientes tras un evento coronario.

Para ello, se incluyeron 361 individuos tras un sindrome coronario agudo, que se clasificaron
en SAHS y no SAHS. Se registraron las variables antropométricas de interés y se evalué la
gravedad del SCA (Killip, numero de vasos afectados y fraccién de eyeccion). A la mafana
siguiente, se realizd una extraccion de sangre venosa para la cuantificacibn de once

biomarcadores relacionados con los aspectos fisiopatologicos del SAHS.
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4.3.2. Resultados y discusion del tercer estudio

Se detect6 que varios biomarcadores estaban relacionados con la gravedad del SCA, y la
significacion estadistica se mantenia tras ajustar por la presencia de SAHS asi como otras
variables de confusién, como edad, género, indice de masa corporal (IMC), habito tabaquico,

habito alcohdlico, diabetes o hipertension.

Cuando se analizan por separado las tres variables relacionadas con la gravedad del SCA, y
tras ajustar por variables de confusion, destacé que los biomarcadores asociados con una
puntuacion de Killip elevada fueron la PCR ultrasensible y el PIGF, aquellos asociados con una
fraccidn de eyeccion disminuida fueron Nt-proBNP y la albumina, mientras que para un elevado

nuamero de vasos afectados fueron la MMP9 y la insulina.

Por otra parte, se detecté que habia varios biomarcadores con valores estadisticamente
diferentes entre la poblacion SCA y SCA+SAHS, entre los que destacan insulina y PIGF, para
los que se encontrd un area bajo la curva ROC (receiver operating characteristics) de 0,573 y
0,584, respectivamente. Incluso se calcularon las proporciones de riesgo (odds ratio) para el

diagnostico de SAHS de cada uno de ellos.

Esperando maximizar el poder de discriminacién de estos biomarcadores para la deteccidén de
SAHS en esta cohorte de pacientes tras un evento coronario, se propusieron varias
combinaciones matematicas que incluian variables antropométricas (edad, IMC, tension
arterial...) con biomarcadores y se calcul6 el area bajo la curva ROC para cada una de ellas.
Asi se vio que la combinacién en un algoritmo de cuatro parametros: edad, IMC, factor de
crecimiento placentario (PIGF) y metaloproteinasa de la matriz 9 (MMP9) presentaba el mayor
poder de deteccion de SAHS. La inclusién de pardmetros adicionales en ese algoritmo (p.ej.

insulina, sFlt1, hsPCR) no era capaz de mejorar el poder de deteccion.

Asi, con los resultados obtenidos en nuestro estudio parece que la utilidad de estos
biomarcadores de riesgo cardiovascular para predecir la gravedad del SCA es

independiente de SAHS y de las otras variables estudiadas. En pacientes tras un SCA, la
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combinacion de parametros antropométricos con biomarcadores tiene el mayor poder de

discriminacion para la deteccion de SAHS.
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ABSTRACT

Background:

Acute coronary syndrome (ACS) is a major cause of death and closely related with
obstructive sleep apnea (OSA). Our hypothesis is that several cardiovascular-related
biomarkers could have a differential prognostic value for ACS severity in patients with
OSA, and could also help (individually or combined) in the detection of OSA in patients

after a coronary event.
Methods:

Up to 361 consecutive individuals admitted due to ACS were included in the study. All
of them were evaluated for ACS severity (Killip score, number of diseased vessels,
ejection fraction) and further classified as OSA or non-OSA. Medical records were
registered and eleven blood biomarkers were measured, including heart-type fatty acid-
binding globulin, N-terminal pro-brain natriuretic peptide, matrix metalloproteinase-9

(MMP9), placental growth factor (PIGF) and high-sensitivity C-reactive protein.

Odds ratios of every biomarker for ACS severity-related parameters were calculated
and adjusted for age, gender, body-mass index (BMI), hypertension, diabetes, smoking
and drinking. The use of clinical measures and biomarkers for the diagnosis of OSA in

ACS patients was evaluated both alone and combined using ROC curves.
Results:

Several biomarkers showed a significant association with ACS severity, which remained

after adjusting for OSA and other potentially confounding variables.

The mathematical combination of age, BMI, PIGF and MMP9 showed an area under the
ROC curve (AUC) for OSA identification of 0.741, which was greater than any individual
parameter assessed: AUC(BMI):0.687, AUC(age):0.576, AUC(PIGF):0.584,
AUC(MMP9):0.555.

Conclusions:

The usefulness of biomarkers in the assessment of ACS severity was independent of
OSA and the other variables evaluated. In patients admitted after a coronary event, the
combination of clinical measures and biomarkers showed a significant discriminating

power for the detection of OSA.
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INTRODUCTION

Coronary artery disease has become the leading cause of death worldwide. Its main
manifestation is the acute coronary syndrome (ACS), whose symptoms are due to
an insufficient oxygen supply to the cardiac muscle caused by an obstruction in the
coronary vessels'2. A myriad of cardiovascular risk factors have been described
and helped in the understanding of the pathophysiology of ACS, as well as in its

prediction and characterization.

Obstructive sleep apnea (OSA), a very prevalent respiratory disease, stands out as
one of the main modifiable cardiovascular risk factors3#. It results from a narrowing
in the upper airway during sleep, which causes a reduction in the oxyhemoglobin
saturation (hypoxemia), an increase in partial carbon dioxide pressure in blood
(hypercapnia) and small awakenings aiming to restore normal airflow (arousals)®®.
These intermittent events of airway collapse lead to the development of
comorbidities associated with OSA, especially cardiovascular, cerebrovascular and
neurocognitive diseases, and a higher global mortality rate*’, which might be
explained by the complex pathophysiology of OSA, including oxidative stress and
metabolic dysfunction, systemic inflammation and immune activation, sympathetic

activation and endothelial dysfunction, among others®.

A very powerful tool for the objective assessment of these links are biomarkers in
blood, the measurement of which may also help in the prediction and screening,
diagnosis and staging to the monitoring of a therapeutical response of almost any
pathology®'°. The use of known biomarkers reflecting the abovementioned
individual pathophysiological aspects of OSA could be a great aid to explain its
close relationship with coronary disease and interpret the underlying molecular

mechanisms.
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Myeloperoxidase (MPO) is a known and well-established biomarker of oxidative
stress''. The concentration of soluble CD40 (sCD40) may approach endothelial
dysfunction and immune activation'?, while systemic inflammation may be studied
through the quantification of the high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP) and the
matrix metalloproteinase-9 (MMP9), which is also implicated in angiogenesis and
tissue remodeling and plays a key role in atherosclerotic plaque development and
atherothrombosis'3. Other biomarkers for an integral assessment of cardiovascular-
related diseases include N-terminal pro-brain natriuretic peptide (Nt-proBNP) as
hemodynamic marker, and the placental growth factor (PIGF) and the soluble fms-

like tyrosine-kinase domain-1 (sFlt1) as angiogenesis-related biomarkers™.

Therefore, the two objectives of this study were (1) to evaluate the impact of OSA
on the association between cardiovascular risk biomarkers and ACS severity and
(2) to assess the relationship of these biomarkers with OSA in patients after an

acute coronary event.
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MATERIALS AND METHODS

Study participants and procedures

This is an ancillary study of the ISAACC Study (NCT01335087), which is an open-
label, parallel, prospective, randomized and controlled clinical trial and aims to
evaluate whether CPAP treatment reduces the incidence of new cardiovascular
events in OSA patients after a first ACS episode'. It started in April 2011, and
patients were recruited across the country (15 hospitals), and provided written,
informed consent. The study was approved by the Ethics Board of each participating
center. ACS was defined as the acute presentation of coronary disease, with or
without ST-elevation, unstable angina or MI type I'®. The diagnosis of OSA was
performed using the apnea-hypopnea index (AHI), based on the guidelines of the
Spanish National consensus on the apnea-hypopnea syndrome'. An apnea was
defined as the absence of airflow lasting 210 seconds, whereas a hypopnea was
defined as a reduction in the airflow (between 30% and 90%) lasting 210 seconds
accompanied by an oxyhemoglobin desaturation (24%). AHI was calculated as the
number of apneas and hypopneas per hour of sleep, and a threshold of 15 h™' was
used for the diagnosis of OSA, thus classifying participants as either ACS or

ACS+0OSA.

Moreover, demographic and anthropometric data were recorded from all
participants, and a cardiorespiratory polygraphy was performed (Embletta, ResMed,
Australia) the night following the coronary event. Oronasal flow, thoracoabdominal
movements, an electrocardiogram and a pulse oximetry were continuously

recorded.

ACS severity was routinely performed in terms of Killip score (upon hospital

admission), ejection fraction and number of diseased vessels. The cut-off values
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used were previously described in detail'®. Other ICU-related complications, such as

infections or venous thrombosis, were excluded.

Blood sampling and biochemical analyses

Fasting venous blood samples were drawn from all subjects the morning following
the sleep study. After centrifugation, plasma and serum samples were stored at -
80°C until analysis. The serum concentration of heart-type fatty acid-binding protein
(HFABP) and non-esterified fatty acids (NEFA) were quantified using the H-FABP
Immunoturbidimetric and NEFA Colorimetric  kits, respectively (Randox
Laboratories, UK). Insulin, the soluble fms-like tyrosine kinase-1(sFlt1), the placenta
growth factor (PIGF) and the N-terminal pro-brain natriuretic peptide (Nt-proBNP)
were measured on the Cobas e411 platform (Roche, Switzerland). The high-
sensitivity C-reactive protein (hsCRP) was measured in serum at the Immulite 2000
platform (Siemens Diagnostics, Germany), whereas plasma myeloperoxidase
(MPO), soluble CD40 and matrix metalloproteinase-9 (MMP9) were analyzed using
the respective Human Quantikine ELISA kits (R&D Systems, USA). Analytical

coefficients of variation were below 10% for all biomarkers.

Data analysis

All anthropometric, biochemical and sleep-related data were included in the ISAACC
database. The mean values (and standard deviations) or the frequencies (and
percentages) were compared for every variable between the ACS and ACS+OSA
groups using the two-tailed Student’s t-test (if normally distributed) or the Mann

Whitney’s U-test (if not).

A binary logistic regression was performed for every individual biomarker for the

evaluation of the three ACS severity-related variables. Using the optimal cut-off
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values, odds ratios (OR) and their confidence intervals were calculated. An OR-
adjustment was performed for the presence of OSA as well as for other potentially
confounding variables (age, gender, BMI, hypertension, diabetes, smoking status

and drinking).

Receiver operating characteristics (ROC) curve analyses were performed for every
single biomarker in the detection of OSA among our ACS patients, along with age
and BMI. Areas under the ROC curves (AUCs) were integrated for the assessment
of the diagnostic accuracy. Biomarker concentrations and clinical measurement
combinations were assayed in the same fashion towards a maximization of the
discriminating power. All statistical analyses were performed using the SPSS v19

software (IBM Corporation, USA), and the type a error was set at 0.05.
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RESULTS

Study population

A total of 361 individuals with an ACS diagnosis evaluated in coronary care units or
cardiology hospitalization were classified into two groups according to the presence

of OSA, resulting in 152 participants without OSA and 209 participants with OSA.

The anthropometric, demographic and sleep-related characteristics of the
participants are outlined on Table 1, together with the mean and standard deviations
of the 11 biochemical markers. In the OSA group, individuals were older, with a
higher BMI and more frequently hypertensive. More smokers (current and former)
were detected in the non-OSA group. No differences in the prevalence of diabetes
or dyslipidemia were seen, nor in the number of medications taken (data not
shown). Among the biomarkers assayed, only PIGF and sFIt1 showed significant
differences between groups (p=0.006 and p=0.044, respectively), even after
adjusting for age and BMI. A positive significant correlation was seen between these
angiogenesis-related biomarkers (r=0.396, p<0.001). Both hsCRP and MMP9
showed a tendency, but did not reach statistical significance between participants

with and without OSA.

Biomarkers associated with ACS severity

The number of patients with a reduced ejection fraction or a greater number of
diseased vessels was different depending on the presence of OSA (Table 1),
whereas no significant difference was seen in the prevalence of an increased Killip

score.

Several biomarkers showed a significant association with the different ACS severity-

related variables, as shown on Table 2.
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A Killip score above 1 was best associated with PIGF, Nt-proBNP or hsCRP as
biochemical markers. A number of diseased vessels =3 could also be approached
when using MMP9, insulin, PIGF or MPO, whereas a low ejection fraction was
associated with Nt-proBNP or hsCRP. These observations remained significant
when adjusted for OSA alone, as well as when adjusted for 8 potentially
confounding variables (age, gender, BMI, hypertension, diabetes, OSA, smoking
status and drinking status). The statistical significance after adjustment was reduced

only for sCD40 on the Killip score and the number of diseased vessels.

Biomarkers for OSA detection

The parameter with the highest discrimination power for the detection of OSA in our
population was BMI (AUC=0.687), which showed an OR for the detection of OSA of
4.39 after adjusting for age, and the best blood biomarkers for the classification of
OSA in our cohort were PIGF, insulin, sFIt1 and MMP9 (AUC>0.555 for all of them),

as outlined on Table 3.

Odds ratios of PIGF and MMP9 for the diagnosis of OSA were still significant after
adjusting for age and BMI (PIGF adjusted OR: 1.64 (1.00-2.69); and MMP9 adjusted

OR: 1.42 (1.13-2.08)).

Clinical data and biomarker concentrations were combined in different algorithms
using mathematical and optimization models. The combination with the highest
power of discrimination included age, BMI, PIGF and MMP9 after a log-
transformation  (0.870-log(age) + 1.479:log(BMI) + 0.475-log(PIGF) +
0.353:log(MMP9) - 1.942). This combination yielded an AUC=0.741 (95% CI: 0.688-

0.764; p<0.001) for the diagnosis of OSA, hence maximizing the power of
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discrimination over the individual variables in patients after an acute coronary event
(Figure 1). The inclusion of any further variable in the algorithm did not improve the

discriminating power.
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DISCUSSION

The results of this study have shown that although some biomarkers were
associated with ACS severity-related parameters, this association was independent
of the presence of OSA or any other confounding variable assessed. Besides,
individual clinical measures and biomarkers could distinguish between individuals
with and without OSA in our population, and our results reveal that the combination
of 4 parameters in a diagnostic algorithm could improve and maximize their

discriminating power: age, BMI, PIGF and MMP9.

Biomarkers associated with ACS severity

Several biomarkers were found to be associated ACS severity in our population,
especially those related with angiogenesis and hemodynamics (placental growth
factor, Nt-proBNP...), which reached OR values up to 9 for hsCRP in the prediction
of a high Killip score, up to 5 for Nt-proBNP in the prediction of a reduced ejection
fraction and up to 3 for MMP9 in the prediction of an increased number of diseased
vessels (Table 2). However, their association with ACS severity was independent of
the presence of OSA or any relevant parameter assessed. Therefore, neither OSA
nor the other variables seem to play any important role in the association between

these biomarkers and ACS severity-related parameters.

Our findings are in accordance with previous studies assessing associations
between non-myocardial necrosis biomarkers and ACS severity'®'°. As previously
discussed by Ramasamy, FABP has been evaluated for the early prediction of
adverse clinical outcomes in patients with suspected ACS, being a good predictor
for long-term effects including cardiac death. Nt-proBNP and BNP measured upon
admission were found to correlate with the magnitude of cardiac damage after

AMI?, and to predict left ventricular function?'. Higher levels were also associated
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with a more severe coronary vascular disease??. Myeloperoxidase and hsCRP also
showed prognostic value for short-term adverse cardiac events?*24, whereas
controversial findings have been described for sCD40%°. Other biomarkers, such as
B2-microglobulin, have also been related with the number of stenotic vessels and
with coronary artery disease severity?s. Nevertheless, to our knowledge, this is the
first study assessing the impact of OSA of the clinical association between
biochemical markers and angiographic and echographic features following a

coronary event.

Biomarkers for OSA detection

The highest accuracy for the diagnosis of OSA was achieved when age, BMI,
MMP9 and PIGF were combined in a simple mathematical model. By doing this,
each variable reflects a different pathophysiological element from the development
of OSA. The addition of further variables did not significantly increase the ability to
distinguish individuals with OSA from individuals without OSA among our population

with coronary disease.

Age is a crucial risk factor, due to anatomical alterations and changes in the sleep
patterns and quality?”. BMI is the major contributor to our algorithm. Obesity is
currently accepted as one of the major risk factors for OSA and, in turn, OSA
induces intermittent hypoxemia and may exacerbate hypoxia at a tissue level, thus
causing metabolic dysfunction and oxidative stress®?%2°. As clear and reciprocal
interactions have been extensively described, it has been suggested that obesity
and OSA might be understood not as separate pathologies, but as a complex

individual entity®.

As reported elsewhere, PIGF is associated with the presence of OSA in patients

after a coronary event and plays a role in pathological angiogenesis3'32. MMP9

JM. Bauca Rossello [articulo pendiente de aceptacion] 137


PepMiquel
JM. Bauçà Rosselló                                                                                                           137


levels in plasma have been associated with cardiovascular disease and mortality,
probably by contributing to the weakening and rupture of the atherosclerotic
plaques®-35. Therefore, high MMP9 levels in patients without cardiovascular
disease might represent low-grade systemic inflammation or initiation of

atherosclerotic plaque development.

Previous studies have also assessed the combination of biomarkers for the
evaluation of OSA in individuals with and without heart disease. Fleming et al®®
demonstrated that three different biomarkers combined (glycated hemoglobin,
hsCRP and erythropoietin) could effectively predict OSA severity. Another study
with several biomarkers concluded that the combination with highest accuracy for
the distinction between moderate/severe OSA from mild/no OSA were insulin
(measured before sleep) and IL-6 (measured after sleep)®’. Although our population
was different, we believe that the inclusion of clinical variables in the algorithm could
further improve diagnostic accuracy. To the best of our knowledge, this is the first
study suggesting a biomarker combination for the screening of OSA in individuals

with ACS.

The main limitations of our study include the implementation of these blood
biomarkers in clinical practice, due to their limited access and the duration of their
analytical quantification. The short-term nature of this study might not bring to light
the rationale for the selection and true impact of the biomarkers, which will be
further evaluated after a long-term follow-up of the patients. In addition, lack of
harmonization in the measurements of troponin (the current most specific cardiac
biomarker) made it not feasible to include it in the study. Moreover, although the
suggested 4-parameter combination could be a good aid for OSA, it cannot

substitute sleep polysomnography, as it is the gold standard not only for the
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diagnosis of OSA but also for the staging and prognosis of such sleep-breathing

disorder.

The fact that patients had non-sleepy OSA also represents a limitation on the
potential clinical implications, since the benefit of identifying and treating OSA for

the prevention of cardiovascular outcomes in these patients is uncertain.

CONCLUSIONS

In patients admitted after a coronary event, despite a combination of clinical
measures and biomarkers could be useful for the detection of OSA, such
biomarkers did not show any differential prognostic value in patients with sleep-

disordered breathing.

Our mathematical model for the diagnosis of OSA integrates different aspects of the
complex pathophysiology and epidemiology of the sleep apnea syndrome.
Nevertheless, the presence of OSA in patients with ACS does not affect the

association between biomarkers and severity-related variables.
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Table 1. Anthropometric, sleep-related data, prevalence of ACS complications

No OSA OSA
N=152 N=209 p-value
Anthropometric data
Age, years 57.1+£11.9 60.2 + 10.6 0.014*
Male, N 132 (86.8%) 168 (80.4%) 0.119
BMI, kg/m? 26.75 £ 3.77 29.33+4.42 <0.001*
Hypertension, N 57 (37.5%) 127 (60.8%) <0.001*
Diabetes, N 32 (21.1%) 51 (24.4%) 0.527
Dyslipidemia, N 82 (53.9%) 125 (59.8%) 0.282
Smoking status, N 0.041*
- Yes 72 (47.4%) 93 (44.5%)
- No 36 (23.7%) 73 (34.9%)
- Former 44 (28.9%) 43 (20.6%)
Current or former drinker, N 50 (32.9%) 46 (22.0%) 0.022*
Sleep-related variables
AHI, h 6.2+4.1 34.8+17.5 <0.001*
Mean Oz saturation, % 93.1+ 21 93.2+2.0 <0.001*
Oz desaturation index, h! 9.9+36.2 327417 <0.001*
Time with Sat02<90%, min 16.6 + 44.3 41.0 £ 67.2 <0.001*
Epworth Sleepiness Score 53124 54125 0.646
ACS severity-related variables
Killip score >1, N 8 (5.9%) 16 (8.9%) 0.323
Affected vessels 23, N 22 (15.7%) 48 (25.5%) 0.041*
Ejection fraction <51.5%, N 30 (27.8%) 58 (42.0%) 0.023*
Biomarker concentrations
HFABP, ng/mL 6.73 £ 3.40 6.56 + 3.42 0.635
NEFA, mmol/L 0.64 £ 0.44 0.67 £ 0.51 0.558
Albumin, g/L 37.54 + 3.59 37.00 £ 3.53 0.138
sCD40, pg/mL 431.1 £ 147.6 467.6 £ 255.2 0.470
Insulin, plU/mL 11.9+9.2 15.0+15.5 0.018*
Nt-proBNP, pg/mL 956.0 £ 1677.6 1120.1 £ 2396.6 0.339
PIGF, pg/mL 18.83+5.72 20.57 £ 5.97 0.006*
sFlt1, pg/mL 95.14 £ 77.43 105.09 + 163.13 0.044*
MMP9, ng/mL 856.2 + 1414.6 952.62 + 1225.1 0.075
MPO, ng/mL 318.6 £ 230.7 359.5 + 251.2 0.128
hsCRP, mg/L 36.08 £ 61.19 41.34 £ 60.87 0.077

*significant at p<0.05 level

Non-standard abbreviations: BMI (body-mass index), AHI (apnea-hypopnea index), HFABP (heart
fatty acid-binding protein), NEFA (non-esterified fatty acids), Nt-proBNP (N-terminal region of the
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brain natriuretic peptide), PIGF (platelet growth factor), sFit1 (soluble fraction of fms-like tyrosine
kinase 1), MMP9 (matrix metalloproteinase 9), MPO (myeloperoxidase), hsCRP (high-sensitivity C-
reactive protein).
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Table 2. Odds ratios for the prediction of ACS severity-related variables by means of biomarkers (binary logistic regression)

Killip score >12

Number of diseased vessels =3°

Ejection fraction <51.5%°

Non-adjusted

OSA-adjusted

Adjusted OR*

Non-adjusted

OSA-adjusted

Adjusted OR*

Non-adjusted

OSA-adjusted

Adjusted OR*

OR(95% Cl) | OR (95% Cl) (95% Cl) OR(95% Cl) | OR (95% Cl) (95% Cl) OR (95% Cl) OR (95% Cl) (95% Cl)
2.907 2916 2.818 2.309 2.436 2.072
hFABP (1470-7.222) | (1.472-7.253) | (1.097-7.238) | (1.350-3.947) | (1.414-4.196) | (1.153-3.721) NS NS NS
NEFA NS NS NS NS NS NS NS NS NS
. 4.472 4311 3.646 2674 2.761 3.530
Albumin (1.904-10.502) | (1.820-10.214) | (1.468-9.057) NS NS NS (1.471-4.861) | (1.507-5.058) | (1.831-6.803)
2.850 2.807 2.176 1.932 1872 1.459
sCD40 (1228-6.614) | (1.208-6.525) | (0.883-5.364) | (1.132-3.297) | (1.093-3207) | (0.798-2.669) NS NS NS
. 2.662 2513 2.938
Insulin NS NS NS (1.536-4.615) | (1.442-4380) | (1.580-5.461) NS NS NS
5.432 5.362 4756 4.994 5.070 5.355
Nt-proBNP | 4 g1216.284) | (1.787-16.003) | (1.544-14.650) NS NS NS (2.765-9.019) | (2.787-9.223) | (2.847-10.073)
PIGE 5.662 5.518 5.056 2.547 2.477 2.131 2.271 2177 2.369
(1.888-16.975) | (1.836-16.582) | (1.64515.539) | (1.477-4.392) | (1.431-4.287) | (1.191-3813) | (1.332-3.871) | (1.270-3.731) | (1.334-4.208)
2.099 2.035 2.125
sFit1 NS NS NS NS NS NS (1211-3638) | (1.167-3.548) | (1.186-3.805)
2.501 2.392 3.122
MMP9 NS NS NS (1.435-4.361) | (1.367-4.186) | (1.690-5.767) NS NS NS
2.307 2275 2.062
MPO NS NS NS (1337-3.978) | (1.314-3.940) | (1.132-3.756) NS NS NS
HSCRP 7.827 7.635 9.753 2.008 1.939 1.780 2.810 2.749 2.997

(3.271-18.732)

(3.155-18.475)

(3.480-27.336)

(1.158-3.482)

(1.114-3.375)

(0.990-3.201)

(1.641-4.811)

(1.597-4.731)

(1.694-5.301)

a0ptimal cut-off values: HFABP>5.9ng/mL, albumin<34.7g/L, sCD40 >469.7pg/mL, Nt-proBNP>485.6pg/mL, PIGF>18.6 pg/mL, hsCRP>59.0mg/L.

®Qptimal cut-off values: HFABP>6.7ng/mL, sCD40>441.1pg/mL, insulin>13.2ulU/mL, PIGF>19.2pg/mL, MMP9>501.8ng/mL, MPO>418.2ng/mL,
hsCRP>14.2mg/L.
¢Optimal cut-off values: albumin<39.0g/L, Nt-proBNP>461.4pg/mL, PIGF>19.6pg/mL, sFIt1>81.72pg/mL, hsCRP>20.3mg/L.
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*Adjusted for 8 variables: OSA, age, gender, BMI, hypertension, diabetes, smoking, drinking status.

Abbreviations: NS: not significant, OR: odds ratio, Cl: confidence interval, HFABP (heart fatty acid-binding protein), NEFA (non-esterified fatty acids), Nt-

proBNP (N-terminal region of the brain natriuretic peptide), PIGF (platelet growth factor), sFit1 (soluble fraction of fms-like tyrosine kinase 1), MMP9 (matrix
metalloproteinase 9), MPO (myeloperoxidase), hsCRP (high-sensitivity C-reactive protein).
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Table 3. Area under the ROC curve for the diagnosis of OSA in patients after an ACS

(biomarkers not reaching statistical significance are not shown)

Optimal cut-off value

AUC Cl 95% p-value (sensitivity and specificity, %)
Clinical measures
Age 0.576 0.515-0.636 0.014 48.5 (Se 85%, Sp 29%)
BMI 0.687 0.631-0.742 <0.001 26.8 (Se 75%, Sp 57%)
Individual biomarkers
Insulin 0.573 0.513-0.633 0.018 8.8 (Se 66.5%, Sp 47.4%)
PIGF 0.584 0.524-0.645 0.006 17.2 (Se 73.2%, Sp 44.7%)
sFlt1 0.562 0.501-0.623 0.044 68.2 (Se 76.1%, Sp 37.5%)
MMP9 0.555 0.495-0.615 0.075 459.9 (Se 58.4%, Sp 55.3%)
hsCRP 0.554 0.494-0.614 0.077 32.7 (Se 34.9%, Sp 75.7%)
Clinical and biomarker combinations
BMI + Age + PIGF 0.702 0.646-0.757 <0.001 NA
BMI + Age + MMP9 0.709 0.654-0.764 <0.001 NA
BMI + Age + PIGF + MMP9 0.741 0.688-0.764 <0.001 NA

Abbreviations: AUC: area under the ROC curve, Cl: confidence interval, BMI: body mass
index, PIGF: placental growth factor, sFlt1: soluble fraction of fms-like tyrosine kinase 1,
MMP9: matrix metalloproteinase 9, hsCRP: high-sensitivity C-reactive protein, NA: not

applicable.
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Figure 1. Receiver operating characteristics (ROC) curve for the diagnosis of OSA after a coronary

event.
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Supplemental Table. Age, BMI, AHI and biomarker values according to ACS severity-related parameters.

- - Diseased Diseased Eject.ion Eject.ion
Killip score <1 | Killip score >1 p-value vessels =3 vessels <3 p-value irg;:tg%z ;rg;:tg%z p-value

Age, years 58.22 (10.99) | 61.96 (12.85) 0.134 57.81 (11.12) | 62.63 (10.81) 0.002* 58.83 (11.17) | 58.70 (11.26) 0.869
BMI, kg/m? 28.12 (4.20) 28.39 (3.90) 0.706 28.02 (4.00) 28.39 (5.08) 0.805 27.62 (3.95) 28.07 (4.22) 0.486
AHI, h! 22.92 (20.29) | 20.80 (15.62) 0.924 21.24 (19.14) | 26.70(19.96) 0.025* 2513 (19.39) | 21.30(20.21) 0.054
HFABP, ng/mL 6.42 (3.13) 8.05 (3.94) 0.015* 6.32 (3.06) 7.76 (4.47) 0.013* 6.82 (6.82) 6.47 (3.40) 0.209
NEFA, mmol/L 0.65 (0.42) 0.72 (0.73) 0.826 0.64 (0.45) 0.63 (0.39) 0.775 0.65 (0.40) 0.62 (0.38) 0.465
Albumin, g/L 37.42 (3.51) 35.33 (3.71) 0.008* 37.18 (3.64) 37.50 (3.69) 0.464 36.60 (3.83) 38.32 (3.33) 0.001*
sCD40, pg/mL 425.0 (157.4) | 573.0 (343.4) 0.017 427.0 (165.3) | 549.3 (349.8) 0.023* 454.0 (222.3) | 421.1(181.6) 0.104
Insulin, plU/mL 16.12 (30.61) 12.03 (8.16) 0.860 13.31 (13.40) | 23.76 (58.21) 0.044* 19.30 (50.44) | 15.26 (15.43) 0.792
Nt-proBNP, pg/mL 869 (1453) 2233 (2937) <0.001* 843 (1385) 1606 (3514) 0.067 1528 (2163) 733.6 (1181) <0.001*
PIGF, pg/mL 19.24 (5.63) 24.58 (7.28) <0.001* 19.36 (5.85) 21.33 (5.39) 0.001* 21.24 (6.43) 18.65 (4.82) 0.002*
sFIt1, pg/mL 99.12 (142.8) | 119.0 (117.7) 0.352 90.07 (57.66) | 125.8 (271.2) 0.097 125.0 (244.7) | 82.54 (43.23) 0.061
MMP9, ng/mL 879 (1127) 1023 (1399) 0.334 824.5 (1129) 1060 (1114) 0.011* 1144 (1314) 985.4 (1191) 0.579
MPO, ng/mL 325.8 (231.2) | 405.3 (282.2) 0.195 322.6 (241.0) | 408.2 (241.8) 0.003* 351.3(239.2) | 308.1(225.2) 0.129
hsCRP, mg/L 58.22 (10.99) | 94.44 (97.70) 0.001* 36.75 (61.34) | 46.48 (63.68) 0.071 58.81 (79.10) | 29.51 (50.90) 0.003*
*Significant at p<0.05 level
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Esta tesis se ha planteado para mejorar el conocimiento de los mecanismos fisiopatolégicos

que relacionan el sindrome de apneas-hipopneas del suefio con el sindrome coronario agudo.

A través de los 3 trabajos expuestos se ha llegado a las siguientes conclusiones finales:

Primer estudio:

En individuos que han sufrido un sindrome coronario agudo, los niveles plasmaticos de
PIGF estan asociados con la gravedad de éste y con la presencia de SAHS.

La capacidad predictiva de los niveles de PIGF asi como su expresion cardiaca tras un
dafio isquémico estan influenciados por diferentes mecanismos fisiopatologicos, tanto

en pacientes con o sin SAHS.

Segundo estudio:

La elevacion de nucleosomas y dsDNA en pacientes con SAHS podria estar relacionada
con el aumento del riesgo cardiovascular descrito en estos pacientes.
La elevacion sérica de biomarcadores relacionados con la muerte celular que ocurre

tras un sindrome coronario agudo es independiente de la presencia de SAHS.

Tercer estudio:

La capacidad de los biomarcadores metabdlicos, hemodinamicos e inflamatorios en la

prediccion de la gravedad de un SCA es independiente de la presencia de SAHS.

En pacientes tras un evento coronario agudo, algunos biomarcadores individuales,
como la insulina, el PIGF y el sFlt1, pueden ser Utiles para detectar la presencia de
SAHS. La combinacién de variables antropométricas y biomarcadores en un algoritmo

tiene mayor poder de deteccion de SAHS que los parametros individuales.
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